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LYHENTEET 
ATCC American type culture collection, mikrobikantojen 
standardisointijärjestö. 
ATP adenosiinitrifosfaatti. 
CFU colony forming unit, pesäkkeen muodostava yksikkö, bakteerilaskennan 
perusyksikkö. 
DMSO  dimetyylisulfoksidi. 
GFP green fluorescent protein, Aequorea victoria -meduusan fluoresoiva 
proteiini. 
HTS  high-throughput screening, tehoseulonta.  
lac  bakteerioperoni, joka sisältää laktoosin käsittelyyn tarvittavat geenit. 
LB  lysogeny broth, tavallinen Escherichia colin elatusliuos. 
luc Photinus pyralis -kiiltomadon lusiferaasi. 
lux bakteerioperoni, joka sisältää luminesenssiin tarvittavat geenit; tämän 
operonin tuottama lusiferaasi. 
MIC minimum inhibitory concentration, pienin antibioottikonsentraatio, joka 
inhiboi bakteerikasvua alaindeksissä mainitun prosenttiosuuden verran, 
esim. MIC₅₀, MIC₉₀. Kun asiayhteydessä ei ole sekaannuksen vaaraa, 
yleisimmin tarvittavaa MIC₉₀-arvoa voidaan merkitä myös 
yksinkertaisesti MIC. 
pCGLS-11 plasmidi, joka sisältää lux-operonin ja ampisilliiniresistenssigeenin; tässä 
työssä myös plasmidin sisältävä E. coli WZM120/pCGLS11 -kanta. 
pCSS305 plasmidi, joka sisältää lux-operonin ja ampisilliiniresistenssigeenin ja 
jonka replikaatio on lämpöindusoituva; tässä työssä myös plasmidin 
sisältävä E. coli K-12/pCSS305 -kanta. 
ruc Renilla reniformis -polttiaiseläimen lusiferaasi. 
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KIRJALLISUUSKATSAUS 
1 JOHDANTO 
Antibiootit aloittivat mullistuksen infektiotautien hoidossa, kun penisilliini tuli 
kliiniseen käyttöön 1940-luvulla, mutta mikrobi-infektiot ovat edelleen merkittävä 
ongelma kaikkialla maailmassa (Kunin 1993). Ihmiskunnan pyrkimys pitää mikrobit 
hallinnassaan on päättymätön kamppailu: antibioottien käytön aiheuttaman 
valintapaineen seurauksena mikrobien resistenssi antibiootteja kohtaan kehittyy 
jatkuvasti (Beović 2006), ja tämän vuoksi uusien antimikrobiyhdisteiden löytäminen on 
välttämätöntä. Kehittyvissä maissa esiintyy muun muassa resistenttiä tuberkuloosia, ja 
bakteerikantojen resistentit muunnokset leviävät sairaaloissa myös kehittyneissä maissa 
(Livermore 2004). Lisäksi modernit lääketieteen menetelmät, joihin liittyy  potilaan 
immunosuppressio, vaativat infektioiden hallintaa (Livermore 2009). 
1950-luvun räjähdysmäisen antibioottikehityksen jälkeen uusien antimikrobisten 
lääkeaineiden markkinoilletulo on tyrehtynyt, ja puhutaan jopa 1980-luvulla alkaneesta 
antibioottilöytöjen tyhjiöstä, jonka jälkeen uutuudet ovat olleet vanhojen molekyylien 
parannuksia (Silver 2011). Vuodesta 2000 alkaen markkinoille on tuotu vain 22 uutta 
antibioottia, mutta lupaavaa on, että näiden joukossa on myös muutama kokonaan 
uudentyyppinen yhdiste (Butler ym. 2013). 
Tehokkaiden seulontamenetelmien kehittäminen on tärkeää, jotta uusien 
antimikrobiyhdisteiden lääkekehitystyö ja päätyminen lopulta kliiniseen käyttöön on 
ylipäätään mahdollista. Tehoseulonta (high-throughput screening, HTS) on 
nykyaikaisessa lääkekehityksessä tärkeä tapa löytää uusia biologisesti aktiivisia 
yhdisteitä (Fox ym. 2006). Lääkekehityksen volyymin kasvaessa ja uusien lupaavien 
molekyylilöytöjen harvetessa korostuu tarve analysoida mahdollisimman paljon 
yhdisteitä mahdollisimman lyhyessä ajassa. Tähän tarpeeseen vastaavat muun muassa 
bioluminesenssia hyödyntävät menetelmät. 
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2 BIOLUMINESENSSI  
2.1 Bioluminesenssi eliökunnassa 
Bioluminesenssi tarkoittaa eliön kykyä tuottaa valoa biokemiallisesti ilman ulkoisia 
katalyytteja. Siihen tarvitaan biokemiallinen mekanismi, joka virittää elektronin 
korkeampaan energiatilaan ja palauttaa sen matalampaan energiatilaan vapauttaen 
samalla fotonin. Tämä kuluttaa energiaa ATP:n muodossa (kappale 2.2). 
Eliökunnan sukupuun eri haaroissa luminesenssi on biokemiallisesti erilaista, mistä on 
päätelty, että luminesenssi on kehittynyt itsenäisesti jopa noin 30 kertaa (Wilson ja 
Hastings 1998). Valontuottoon kykeneviä lajeja on muun muassa panssarilevissä 
(Dinoflagellata-alakaaren protistat, (Sweeney 1963)), kampamaneeteissa ja 
polttiaiseläimissä (lähekkäiset Ctenophora- ja Cnidaria-pääjaksot, (Shimomura ym. 
1962), (Ward ja Seliger 1974)) sekä kiiltomadoissa (Lampyridae-hyönteisheimo, (De 
Cock ja Matthysen 2003)). Lisäksi eliökunnassa esiintyy symbioosia valoa tuottavien 
organismien kanssa, esimerkiksi pikkuseepioiden (Sepiolidae-mustekalaheimo) ja 
Vibrio-suvun bakteerien välillä, jolloin luminoivat bakteerisymbiontit ovat kerääntyneet 
erityiseen valoelimeen (Nishiguchi 2002). Symbioosissa isäntä hyödyntää bakteerien 
valontuottoa muun muassa saaliin houkuttelemiseen ja tarjoaa bakteereille suojaisan 
elinympäristön, (Dunlap 2009) kun taas luminoiville eliöille itselleen luminesenssilla on 
biologista merkitystä ainakin pariutumiskäyttäytymisessä ja varoitussignaalina (De 
Cock ja Matthysen 2003).  
2.2 Bioluminesenssi biokemiallisena ilmiönä 
Lusiferaasit ovat geneettisesti analogisia luminesenssireaktiota katalysoivia proteiineja, 
ja lusiferiini on geneerinen nimitys niiden substraateille. Koska luminesenssi on 
kehittynyt evoluutiossa useita kertoja, varsinaisten bioluminesenssia tuottavien 
molekyylien kirjo on laaja. Yhteistä kaikille bioluminoiville systeemeille on 
biokemiallinen mekanismi, joka kuluttaa energiaa elektronien virittämiseen 
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korkeammalle energiatasolle ja elektronien virityksen purkautuessa tuottaa fotonin. 
(Wilson ja Hastings 1998) Luminesenssireaktion kaava voidaan yleistää seuraavasti: 
(1.)  lusiferiini + O₂ → eksitoitunut peroksilusiferiini → hajoamistuotteet + valo 
Kaavan 1 mukaisesti luminesenssireaktiossa lusiferaasin läsnäollessa lusiferiini reagoi 
hapen kanssa muodostaen epästabiilin elektrofiilisen peroksiyhdisteen. Peroksiyhdiste 
akseptoi elektronin, joka virittyy ylemmälle energiatasolle. Yhdisteen hajotessa 
elektroni palautuu matalammalle energiatasolle, jolloin reaktiossa vapautuu fotoni. 
Lusiferiinimolekyyleissa on yleensä useista konjugoituneista kaksoissidoksista 
muodostuvia rakenteita, jotka resonoimalla pitävät elektronia virittyneessä tilassa. 
Konjugoituneiden kaksoissidosten määrä vaikuttaa reaktion tuottamaan valon 
aallonpituuteen. 
2.3 Bioluminesenssin hyödyntäminen tutkimuksessa 
Laboratorio-olosuhteissa luminesenssia on helppo detektoida luminometrisella 
laitteistolla, jonka säädöissä voidaan lisäksi huomioida kunkin lusiferaasin tuottama 
tietty valon aallonpituus. Useiden erilaisten lusiferaasien aktivoitumiseen vaadittavat 
tekijät tunnetaan, ja lusiferaasin saa tarvittaessa tuottamaan valoa nopeasti ja spesifisti. 
Lusiferaasit sopivat reagensseina nopeisiin testeihin, esimerkiksi solujen 
elinkelpoisuuden toteamiseen ATP:n detektiolla (Crouch ym. 1999). Niitä käytetään 
myös leimaamiseen esimerkiksi immunologisessa seulonnassa (Barrios-Rodiles ym. 
2005), ja tässä tarkoituksessa niiden hyöty on merkittävä muun muassa siitä käytännön 
syystä, että ne ovat radioaktiivista leimaa turvallisempi vaihtoehto. Genomiin 
siirrettyinä reporttereina lusiferaasit ovat myös hyödyllisiä kokeissa, joissa seurataan 
geenien ekspressiota in situ. Tällaisia käyttösovelluksia on esimerkiksi 
kasvifysiologisessa perustutkimuksessa (Millar ym. 1995). Joitakin yleisimmin 
käytettyjä valoa tuottavia proteiineja ja niiden ominaisuuksia on esitelty taulukossa 1. 
Lusiferaaseja ja niille läheisiä fluoresoivia proteiineja hyödynnetään nykyään hyvin 
erityyppisissä koejärjestelyissä, etenkin kun lusiferaasien saatavuus on hyvä 
geenitekniikan kehittymisen myötä. Erilaisissa solupohjaisissa menetelmissä käytetään 
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esimerkiksi solujen aktivaatioon liittyvään kalsiumin detektioon ekvoriinia, Aequorea 
victoria -meduusan lusiferaasia (Shimomura ym. 1962). Niinikään Ae. victoriasta 
löydetyn vihreän fluoresoivan proteiinin (green fluorescent protein, GFP) käyttö 
muuntogeenisissa organismeissa on nykyään erittäin monipuolista ja ulottuu 
luonnonaineiden seulontakampanjoista (Jaki ym. 2008), (Changsen ym. 2003) 
eläinkasvainmallien reaaliaikaiseen seurantaan (Yang ym. 2000). 
Taulukko 1. Tutkimuskäytössä hyödynnettäviä valoa tuottavia proteiineja 
käyttötarkoituksineen. (Contag ja Bachmann 2002), (Miyawaki ym. 1997), (Yu ym. 
2003), (Molecular Probes 2005) 
Lusiferaasin lähde Nimitys Käyttö Huomioitavaa 
P. pyralis luc 
ATP:n detektio 
näytteessä; 
kuvantaminen 
in vivo 
herkkä lusiferaasi; ATP-
reaktio nopea 
R. reniformis ruc 
luc-menetelmien 
kontrolli; 
kuvantaminen 
in vivo 
substraatin kinetiikka rajoittaa 
käyttöä kudoksissa; 
luminoi sinisenä, joten 
hyödynnettävissä vain 
pintakudoksissa 
Ae. victoria ekvoriini kalsiumin detektio näytteessä vain heikko valontuotto 
Ae. victoria GFP kuvantaminen in vivo 
fluoresoi ulkoista 
valonlähdettä sinisenä, joten 
hyödynnettävissä vain 
pintakudoksissa 
bakteerit lux geeniekspression tutkimukset 
substraatti mukana, jos 
organismissa koko operoni 
Photinus pyralis -kiiltomadon lusiferaasia hyödynnetään muun muassa in 
vivo -kuvantamisessa, ja esimerkiksi tässä yhteydessä lusiferaaseja on myös optimoitu 
muokkaamalla niitä geneettisesti esimerkiksi tuottamaan punasävyisempää valoa 
(Branchini ym. 2010), (Nazari ja Hosseinkhani 2011). Renilla 
reniformis -polttiaiseläimen lusiferaasia on käytetty muun muassa bait and 
prey -menetelmällä proteomisissa interaktioanalyyseissa (Fujikawa ja Kato 2007). 
Luminesenssia hyödyntävillä menetelmillä on vankka asema perustutkimuksessa, mutta 
myös soveltavaa käyttöä on: mahdollisuuksia käyttää bakteeriperäistä Photorhabdus 
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luminescensin luminesenssioperonia bioindikaattorina on tutkittu muun muassa 
elintarvikesovelluksia varten (Kurittu ym. 2000b), (Virolainen ym. 2008). 
2.4 Bakteerien lux-operoni 
Luminoivien bakteerien luminesenssigeenit ovat järjestäytyneet lux-operoniin, joka 
koodaa kaikkia luminesenssiin tarvittavia proteiineja, sekä varsinaista lusiferaasia että 
lusiferiinin biosynteesiin tarvittavia entsyymejä. 
Varsinaiseen lux-operoniin kuuluu 5 alayksikköä: luxCDABE (Engebrecht ja Silverman 
1984). Näistä luxA ja luxB tuottavat heterodimeerisen oksidaasin, joka katalysoi itse 
luminesenssireaktiota, ja luxC, luxD ja luxE koodaavat aldehydibiosynteesiin 
osallistuvia rasvahapporeduktaaseja ja siten tuottavat bakteerilusiferiinia dekanaalia. 
Lisäksi operonin ylävirrassa ovat säätelygeenit luxR ja luxI. 
Bakteerilusiferaasin katalysoima valoreaktio on oksidaatioreaktio, jossa pelkistynyt 
flaviinimononukleotidi (riboflaviinifosfaatti) toimii kofaktorina ja pitkäketjuinen 
aldehydi hapettuu. Hapen additio aldehydiin muodostaa karboksyylihapon, ja reaktiossa 
vapautuu fotoni seuraavasti: (Hastings 1968), (Meighen 1991) 
(2.)  FMNH2 + RCHO + O2 → FMN + H2O + RCOOH + hν (490 nm) 
Merkittävä osa luminoivista bakteereista on löydetty merestä, ja useimmat niistä 
voidaan sijoittaa Vibrio-, Photobacterium- tai Photorhabdus-sukuihin, joista 
Photorhabdus ei ole mereinen. Bakteeribioluminesenssin malliorganismiksi on 
vakiintunut Vibrio harveyi. (Meighen 1991) Lajien välillä on eroja lux-operonissa, 
mutta pääpiirteittäin se on säilynyt varsin muuttumattomana biokemiallisilta 
ominaisuuksiltaan ja operonin rakenteen kannalta. 
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3 BIOLUMINOIVAN BAKTEERIKANNAN TUOTTAMINEN 
Bioluminoivia bakteerikantoja on tuotettu geeniteknologisesti ainakin 1980-luvulta 
saakka, jolloin Vibrio harveyi -bakteerin lux-operonin ekspressiota tutkittiin Escherichia 
colissa (Belas ym. 1982). Sittemmin erilaisia luminoivia rekombinanttibakteereita on 
tuotettu monin eri tavoin, eikä vain bakteeriperäisillä luminesenssioperoneilla (Meighen 
1991), vaan aina monimutkaisesti laskostuviin eukaryoottisiin lusiferaaseihin saakka 
(Rathnayaka ym. 2010). 
Tarkastelen bioluminoivan E. coli K12/pCSS305 -bakteerikannan tuottamisen 
teoriataustaa. Kyseessä on kanta, jota olen itse käyttänyt varsinaisessa työssäni, mutta 
olen saanut sen käyttööni valmiina kylmäkuivattuna kantana. Siten en voi kommentoida 
tyhjentävästi varsinaisia kannan tuottamiseen sisältyviä työvaiheita, mutta huomioin 
muutamia tarpeellisia näkökohtia tämän esimerkin kautta. 
3.1 E. coli ja luminesenssin ekspressio 
Nopeakasvuinen ja kestävä E. coli on geenitekniikan käytetyin malliorganismi. Se on 
hyvin saatavilla, kuvattu useissa monografioissa ja erinomaisesti karakterisoitu: E. coli 
K12 -kannan genomi oli ensimmäisten kokonaan sekvensoitujen joukossa (Blattner ym. 
1997). E. colissa on tutkittu luminesenssin ekspressiota vuosien varrella monissa 
erilaisissa koejärjestelyissä (Meighen 1991), joissa luminesenssigeenejä on siirretty E. 
coliin useista eri organismeista ja niin konjugaatiolla, transformaatiolla kuin 
transposonivälitteisellä transduktiollakin.  
Yleinen tapa saada aikaan luminesenssin jatkuva tuotto on käsitellä lux-operoni 
toimimaan lac-promoottorin alla, jolloin laktoosin läsnäolo kasvatusalustassa aktivoi 
operonin. Promoottorin valinnalla saadaan aikaan erilaisia vasteita: Toksisuuden 
tutkimuksissa lux-operoni on aktivoitu stressiin liittyvillä promoottoreilla, jolloin 
luminesenssi on saatu signaloimaan stressiä (Min ym. 2003). Vastaavalla tavalla toimii 
esimerkiksi E. coli K12/pTetLux kanta, jossa promoottori aktivoituu tetrasykliineistä 
(Korpela ym. 1998). Jos ilmennetään pelkkää lusiferaasia, on itse luminesenssia varten 
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lisättävä myös reaktion tarvitsemaa lusiferiiniä ja annettava inkubaatioaikaa ennen 
tulosten lukemista.  
3.2 Luminesenssioperonin geeniteknologinen käsittely 
Bioluminesenssi on geeniteknologisesta näkökulmasta biokemiallinen ominaisuus 
muiden joukossa, ja yhtenäisen operonin käsittely on suoraviivaista: yksinkertainen 
restriktioentsyymikäsittely riittää saamaan aikaan luminesenssin mahdollistavan 
DNA-palasen, joka on valmis liitettäväksi plasmidipohjaan (kuva 1). Bakteerien 
bioluminesenssin sovelluksissa käytetään paljon Photorhabdus luminescens -bakteerin 
luminesenssioperonia, koska sen tuottama lusiferaasi on proteiinina moninkertaisesti 
stabiilimpi kuin Vibrio harveyi -lusiferaasi, joka taas on muutoin eniten tutkittu 
bakteerilusiferaasi. (Szittner ja Meighen 1990). Myös esimerkkitapauksessa on valittu 
käyttöön P. luminescensin operoni. (Änkö ym. 2002), (Frackman ym. 1990) 
 
Kuva 1. Photorhabdus luminescens ATCC 29999- (Xl), Vibrio harveyi 
B392- (Vh) ja Vibrio fischeri ATCC 7744 (Vf) -bakteerikantojen lux-DNA:n 
restriktiokartta. Kuvassa ovat restriktioentsyymien BamHI (B), BglII (G), ClaI(C), 
EcoRI (E), EcoRV (Rv), HindIII(H), HpaI (Hp), NcoI (N), PstI (P), PvuII (U), SacI 
(Sc), SalI (Sa), SmaI (Sm), SnaBI (Sn), SphI (Sp), XbaI (Xb) ja XhoI (Xh) 
restriktiokohdat lukuunottamatta V. harveyi -kannan restriktiokohtia EcoRV, ClaI ja 
SnaBI. (Meighen 1991) 
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Luminesenssigeenien aktivoimiseksi niiden ylävirrassa on oltava promoottori, joko 
operonin oma promoottori tai toisesta operonista mukaan liitetty. Bakteerien 
geeniteknisissä sovelluksissa tyypillinen esimerkki on lac-promoottori, joka kuvaan 2 
on merkitty P(lac). 
 
Kuva 2. Replikaatiosensorina toimiva runaway-plasmidi pCSS305, joka sisältää 
Photorhabdus luminescens -bakteerin lux-operonin osat LuxC, LuxD, LuxA, LuxB ja 
LuxE, jotka koodaavat vastaavia luminesenssientsyymejä. Kuvan copA, copB ja parB 
ovat geenejä, jotka vaikuttavat plasmidin kopioluvun säätelyyn ja tytärsoluihin 
jakautumiseen, ja cl857 on λ-faagista peräisin oleva pL-promoottoria ohjaava 
lämpöherkkä repressori. (Änkö ym. 2002) 
Plasmidiin on vähimmillään sisällyttävä geenien ja promoottorin muodostaman, 
mahdollisesti keinotekoisen operonin lisäksi alueet kopioitumiseen, mitä varten 
plasmidissa on oltava replikaation aloituskohta. Lisäksi esimerkkiplasmidi sisältää 
λ-faagista peräisin olevat pL-promoottoriin liittyvät alueet (kuva 2), jotka säätelevät 
plasmidin kopiolukua bakteerisolussa aktivoimalla kopioitumisen, kun lämpötila nousee 
yli 42 °C:n (Cheng ja Patterson 1992). 
3.3 Transformaatio, selektio ja kannan ylläpitäminen 
Plasmidi saatetaan bakteerisolujen sisään esimerkiksi elektroporaation avulla (Änkö ym. 
2002), jolloin plasmideilla voi transformoida käsittelyn kestäviä soluja jopa 80 % 
saannolla (Dower ym. 1988). Elektroporaation seurauksena transformoidut solut on 
selektoitava muiden joukosta, ja usein tämän mahdollistava selektiotekijä on hyödyllistä 
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sisällyttää itse plasmidiin. Esimerkkiplasmidin rakenteeseen kuuluu 
ampisilliiniresistenssigeeni, kun taas isäntäsoluksi on valittu penisilliineille herkkä 
bakteerikanta. Täten ampisilliinin lisääminen elatusliuokseen hävittää muut kuin 
plasmidin sisältävät bakteerit. Ampisilliinin käyttömahdollisuus myös helpottaa kannan 
varjelemista kontaminaatiolta kaikissa työvaiheissa. 
Luonnollisesti bakteeri on selektoitava myös lopullista haluttua tekijää vasten: Pelkkä 
antibiootin avulla tehty sulonta ei riitä, sillä transformoitu bakteeri voi sisältää 
plasmidin, jossa on ampisilliiniresistenssi mutta ei luminesenssioperonia. Tämä selektio 
on tehtävä maljalla, jolle laimennetaan bakteerisuspensiota tarpeeksi hyvin erottuviksi 
pesäkkeiksi saakka. Petrimaljalta voidaan valita luminoiva pesäke jatkokasvatuksiin 
silmämääräisesti tai kuvantamismenetelmien avulla (Engebrecht ym. 1985). Kun 
luminoiva pesäke on löydetty, ampisilliiniresistenssistä on hyötyä 
Plasmidiperäinen ominaisuus ei välttämättä säily enää joidenkin kymmenien 
solunjakautumisten jälkeen, kun plasmidi voi jäädä siirtymättä tytärsolulle. Kantaa on 
tämän vuoksi kasvatettava ja siirrostettava niin vähän kuin suinkin, ja alkuperäistä 
kantaa tulisi ylläpitää mahdollisimman koskemattomana esimerkiksi pakastettuna, ja 
tästä kannasta olisi siirrostettava erillinen työvarasto. Pitkäaikaista varastointia ajatellen 
myös kylmäkuivaaminen on hyödyllinen säilytysvaihtoehto, josta bakteerit voivat 
selvitä ilman huomattavaa luminesenssikyvyn alenemaa (Kurittu ym. 2000a). 
4 BIOLUMINESENSSI ANTIMIKROBISEULONNASSA 
Perinteiset menetelmät yhdisteiden antimikrobiominaisuuksien selvittämiseksi voivat 
olla epäspesifejä, hitaita ja häiriöalttiita sekä vaikeita miniatyrisoida. Hitaasti kasvavien 
bakteerien kasvatus vie jopa viikkoja, mikä vaikeuttaa suurten seulontakampanjoiden 
toteuttamista (Galluzzi ja Karp 2006). Bioaktiivisten yhdistekirjastojen alkuvaiheen 
seulontakampanjoissa on hyödyllistä pyrkiä mahdollisimman suureen yhdisteiden 
seulontakapasiteettiin, joskin myös laatunäkökulman esiintuomisella jopa kapasiteetin 
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parantamisen kustannuksella on sijansa seulonnan suunnittelussa (Mayr ja Bojanic 
2009). 
Geenitekniikkaa voidaan käyttää apuna luomaan bakteerikantoja, joilla on seulonnassa 
hyödyllisiä ominaisuuksia, ja samalla koeasetelmaa voidaan miniatyrisoida ja 
automatisoida, jolloin voidaan päästä tehoseulontaa lähestyvään kapasiteettiin. Herkällä 
ja nopealla menetelmällä analyysiaika lyhenee ja kokeiden kapasiteettia voidaan 
kasvattaa, jolloin bioaktiivisten yhdisteiden löytämisen mahdollisuus kasvaa. 
Bioluminesenssin hyödyntäminen on yksi mahdollisuus toteuttaa herkkä ja nopea 
menetelmä. 
4.1 Elävät solut biosensoreina 
Kokonaista solukoneistoa vasten seulottaessa ei voi olla täysin selvää, millä 
mekanismilla yhdiste vaikuttaa. Tällöin karkeat mallit, joiden toimintavarmuus on hyvä, 
ovat seulontavaiheessa hyödyllisiä (Galluzzi ja Karp 2006), ja seulonnassa 
antimikrobista aktiivisuutta osoittaneet yhdisteet voidaan ottaa tarkempiin 
jatkotutkimuksiin (Cos ym. 2006). Kun tarkoituksena on löytää jatkotutkimuksia varten 
yhdisteitä, joiden funktio ylipäätään on haluttuun laajasti määriteltyyn ominaisuuteen 
liittyvä, kokonaisten elävien solujen käyttö biosensoreina on hyödyllistä verrattuna 
siihen, että seulonnan rajaisi tiettyihin mekanismeihin solukoneistossa (Michelini ym. 
2010). 
Elävien bakteerisolujen käyttö on antimikrobiyhdisteiden seulonnassa 
tarkoituksenmukaista, koska tällöin seulonnassa käy suoraan selville myös yhdisteen 
biosaatavuus (Galluzzi ja Karp 2006). Toisaalta näissä tapauksissa ei havaita sellaisia 
solunsisäisiin mekanismeihin vaikuttavia yhdisteitä, joiden biosaatavuutta olisi 
mahdollista parantaa yhdistettä muokkaamalla. Myös spesifiin mekanismiin 
perustuvilla, solun osia hyödyntävillä koeasetelmilla on etunsa, jotka näkyvät etenkin, 
kun seulonnassa tavoitellaan mahdollisimman suurta kapasiteettia. 
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Seulontakampanjaa valmistellessa tärkeää on suunnitella mahdollisimman 
yksinkertainen koeasetelma, jossa työvaiheita on mahdollisimman vähän. Elävillä 
soluilla tämä tarve korostuu, koska ne tuovat mukaan mahdollisia virhelähteitä 
verrattuina yksinkertaisempiin biokemiallisiin malleihin. Mahdollisuuksien mukaan 
koejärjestely on syytä miniatyrisoida 96- tai 384-kuoppalevylle, jolloin pienemmällä 
materiaalien kulutuksella voidaan seuloa suurempi määrä yhdisteitä etenkin, jos samalla 
työvaiheita kyetään automatisoimaan (Mayr ja Bojanic 2009). 
Elävien solujen kasvuun liittyvien virhemahdollisuuksien ja vaihtelun vuoksi tulosten 
vertailukelpoisuuteen on kiinnitettävä huomiota. Kun yhdellä levyllä tutkitaan yhtä 
kasvatuserää, levykohtaisten kontrollikuoppien parametrien avulla voidaan kalibroida 
levyn tulokset koko seulontakampanjan tuloksiin. Bakteerisolujen kasvattaminen ennen 
koetta on aikaavievää ja virhealtista, joten yhtenäisyyden varmistamiseksi esikasvatus 
tehdään kerralla riittävän suurelle bakteerimäärälle ja työtavat yhtenäistetään, mielellään 
automatisoidaan niin pitkälle kuin mahdollista. 
4.2 Luminoivien biosensorien hyödyntäminen 
Luminesenssia on hyödynnetty pitkään bakteeripohjaisissa seulontatutkimuksissa  
(Galluzzi ja Karp 2006). Viimeaikaisissa tutkimuksissa on seulottu yhdisteitä sekä 
ottamalla menetelmän pohjaksi tietty patogeeni että kehittämällä menetelmää 
mahdollisimman yksinkertaiseksi ja nopeaksi. 
Hilpert ja Hancock ovat tutkineet Pseudomonas aeruginosaa, joka voimakkaana 
patogeenina on omiaan antimikrobitutkimukseen. Tutkimuksessa syntetisoitiin 
peptidejä, joiden antimikrobiominaisuuksia kartoitettiin vasten lux-operonilla 
transfektoitua P. aeruginosaa, jonka luminesenssi heikkeni antimikrobisten peptidien 
läsnäollessa (Hilpert ja Hancock 2007). 
Cho ja työtoverit ovat tutkineet Mycobacterium tuberculosista, joka säilyy kudoksissa 
replikoitumattomana, dormanttina muotona. Tutkimuksessa dormantti tila toteutettiin 
anaerobisilla kasvatusolosuhteilla. M. tuberculosis transfektoitiin luxAB:n sisältävällä 
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plasmidilla, ja luminesenssia hyödynnettiin reportteriominaisuutena HTS-tarkoituksiin 
soveltuvassa menetelmässä, jolla osoitettiin yhdisteiden antimikrobisia ominaisuuksia 
(Cho ym. 2007). Koska plasmidissa oli mukana luminesenssioperonista vain luxAB, 
dekanaali oli erikseen lisättävä näytteisiin ennen luminesenssin mittausta. Dormanttiin 
muotoon vaikuttavia antimikrobiyhdisteitä on niin vähän, että niiden löytäminen on 
tarpeen. 
Nybond ja työtoverit ovat optimoineet HTS-olosuhteita E. colilla, johon on liitetty 
tetrasykliinistä aktivoituvan luminesenssioperonin sisältävä plasmidi. Tällä 
bakteerikannalla voidaan löytää erityisesti transkriptioinhibiittoreita, sillä kokeessa 
luminesenssioperoni aktivoidaan lisäämällä näytteisiin tetrasykliiniä, jolloin 
luminesenssi ei ylipäätään kehity kuopissa, jotka osoittavat inhibitioaktiivisuutta. 
(Nybond ym. 2013) Menetelmän erityinen etu on ínkubaatioajan lyhyys, jolloin tulkset 
ovat luettavissa nopeasti. 
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KOKEELLINEN OSA 
5 TYÖN TAUSTA JA TARKOITUS 
Työssä kehitettiin ja optimoitiin kaksi seulontamenetelmää, joissa käytetään 
muuntogeenisiä Escherichia coli -bakteerikantoja. Menetelmät hyödyntävät näiden 
bakteerikantojen bioluminesenssiominaisuuksia, ja niiden avulla voidaan jatkossa 
seuloa yhdistekirjastoista antimikrobisia yhdisteitä käsittelynopeudella, joka lähestyy 
tehoseulontamenetelmää. Tällaisessa seulonnassa saatetaan löytää bioaktiivisia 
yhdisteitä (hit-molekyylit), jotka voidaan ottaa tarkempiin jatkotutkimuksiin 
lääkeainekandidaattien löytämiseksi (lead-molekyylit). 
Rekombinantti-DNA-tekniikalla voidaan luoda erilaisia tietyllä periaatteella käytettäviä 
bakteerikantoja, jotka reagoivat seulottaviin yhdisteisiin eri tavoilla, kuten esimerkiksi 
tässä työssä esitellyt kannat. Erilaisia kantoja käyttämällä voidaan helpoilla 
seulontamenetelmillä löytää eri mekanismien kautta vaikuttavia mahdollisia uusia 
antimikrobiyhdisteitä. 
Luminoivia bakteerikantoja hyödyntävän menetelmän etuna on sensitiivisyys ja nopeus, 
jotka mahdollistavat myös koejärjestelyn miniatyrisoinnin: luminometrinen menetelmä 
rekombinantti-DNA-bakteerikannalla on herkkä, ja tuloksia saadaan muutamien tuntien 
aikaskaalalla ja pienestäkin nestetilavuudesta, kun taas esimerkiksi 
antimikrobiseulonnassa perinteiset, turbidometriseen mittaukseen perustuvat järjestelyt 
voivat vaatia pitempää kasvatusaikaa, jotta tuloksia voidaan lukea. Luminometrinen 
menetelmä on hyödyllinen myös siksi, että luminesenssi antaa biokemiallisena 
reaktiona tietoa elävien solujen metaboliasta, kun taas turbidometriset 
mittausmenetelmät eivät erottele eläviä soluja kuolleista. 
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6 MATERIAALIT JA MENETELMÄT 
Työssä tutkittiin kahta erilaista luminoivaa bakteerikantaa, E. coli WZM120/pCGLS-11 
ja E. coli K-12/pCSS305, joita käytettiin tehoseulontaan soveltuvien 
antimikrobiseulontamenetelmien kehittämiseen (kuva 3). Bakteerien 
kasvuominaisuuksiin tutustuttiin ensin 5 ml:n nesteviljelyissä. Varsinaisissa 
koeasetelmissa molempia bakteerikantoja kasvatettiin 96-kuoppalevyillä ja altistettiin 
eri antibiooteille kantojen antibioottiherkkyyden tutkimiseksi ja kasvatusmenetelmän 
laatimiseksi 96-kuoppalevyllä tehtäviä seulontatutkimuksia varten. Lopulta valittiin 
tutkittujen antibioottien joukosta molemmille kannoille kontrolliyhdiste, jonka avulla 
kasvatusmenetelmä validoitiin myöhemmissä seulontatutkimuksissa käytettäväksi. 
 
Kuva 3. Työn kulku. Esikasvatuksen optimoinnin jälkeen tutkittiin eri 
kasvatusparametreja kuoppalevyillä samaan aikaan, kun havainnoitiin kantojen 
herkkyyttä tunnetuille antibiooteille. Antibioottiherkkyyksien määrittämisen jälkeen 
valikoitiin parametrit, joita käyttäen menetelmä validoitiin. 
6.1 Bakteerikannat ja niiden käsittely 
Työssä tutkittiin kahta rekombinantti-DNA-tekniikalla valmistettua luminoivaa 
bakteerikantaa, jotka ovat E. coli WZM120/pCGLS-11 ja E. coli K-12/pCSS305. 
Molempien kasvuolosuhteet optimoitiin, ja kaikki kantojen siirrostustyövaiheet 
suoritettiin aseptisesti LIV-kaappiolosuhteissa. Työssä käytetyt kemikaalit ja työtä 
varten valmistellut materiaalit on kuvattu liitteissä. 
6.1.1 Bakteerikannat E. coli WZM120/pCGLS-11 ja E. coli K-12/pCSS305 
pCGLS-11-plasmidin sisältämä luminesenssin tuottava CGLS11-fragmentti on 
Photorhabdus luminescens -bakteerin luminesenssioperonista EcoRI-restriktoitu 6,7 
kiloemäksen fragmentti (Korpela ym. 1998), joka on tämän operonin pienin itsenäisesti 
luminoiva, aldehydibiosynteesialueet sisältävä osa, joka ei sisällä säätelyosia (Frackman 
esikasvatuksen 
optimointi
antibioottiherkkyyksien 
määrittäminen menetelmän validointi
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ym. 1990). CGLS11-fragmentin alkuun on liitetty lac-promoottori, ja plasmidin pohjana 
on käytetty ampisilliiniresistenttiä polylinkkeriplasmidia. E. coli 
WZM120/pCGLS-11 -kanta on konstitutiivisesti luminoiva: sen plasmidi on aina 
aktiivinen ja bakteereissa useina kopioina, joten luminesenssin voimakkuuden 
perusteella voidaan päätellä bakteerisolujen elinvoimaisuutta. 
E. coli K12/pCSS305 -kanta saatiin kylmäkuivattuna professori Matti Karpilta 
(Tampereen teknillinen yliopisto), jonka laboratoriossa kanta on tuotettu. 
pCSS305-plasmidi on valmistettu pCGLS-11-plasmidista liittämällä 7 kiloemäksen 
kokoinen CGLS11-fragmentti pOU61-plasmidipohjaan (Karp ja Korpela 2002). 
Lopputuloksena on runaway-plasmidi  (kappale 3.2, kuva 2), joka ryhtyy 
replikoitumaan itsenäisesti, kun se aktivoituu lämmöstä: luminesenssin voimistuminen 
kertoo DNA-replikaation käynnistymisestä soluissa. Siten pCSS305-plasmidia voidaan 
käyttää havaitsemaan DNA-replikaatiota estäviä yhdisteitä. 
6.1.2 Pakkassäilytys 
Uuden kannan käyttöönoton yhteydessä alkuperäinen pCGLS-11-kanta säilytettiin 
−80 °C:ssa. Siitä otettiin kasvatus petrimaljalle (LB-agar, jossa ampisilliinia 100 µg/ml, 
liite 2), ja yli yön kasvatetulta petrimaljalta siirrostettiin silmukalla pesäke 
nesteviljelyyn (LB-liuos, jossa ampisilliinia 100 µg/ml, liite 3). pCSS305-kanta 
elvytettiin kylmäkuivatusta muodosta, josta tehtiin suoraan nesteviljely. Molemmilla 
kannoilla yön yli kasvatetusta nesteviljelystä valmistettiin varsinaista käyttöä varten 
sekä uusi −80 °C:ssa säilytettävä perusvarasto että −20 °C:ssa säilytettävä työvarasto 
helppokäyttöisiä glyserolipreppejä päivittäiseen laboratoriotyöskentelyyn (liite 4). 
−20 °C:n glyserolipreppejä käytettiin ennen jokaista koetta tehtävän yli yön kasvatuken 
lähtökohtana, ja niitä valmistettiin kuukausittain lisää −80 °C:ssa säilytettävästä 
perusvarastosta, koska säilytettäessä glyserolipreppejä kuukauden ajan −20 °C:ssa 
näistä tehtävien kasvatusten luminesenssikyky heikkeni vähitellen. Alkuperäinen kanta 
pidettiin mahdollisimman koskemattomana. 
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6.1.3 Esikasvatuksen optimointi ja CFU-laskenta 
Nesteviljelyt (liite 3) tehtiin LB-liuokseen, johon lisättiin selektiotekijäksi ampisilliinia 
(100 µg/ml), jota vastaan molemmilla tutkituista bakteerikannoista on plasmidissa 
resistenssigeeni. Kasvukäyrä määritettiin pCGLS-11-kannalla sekä 30 °C:ssa että 
37 °C:ssa, pCSS305-kannalla kannan ominaisuuksien vuoksi ainoastaan 30 °C:ssa. 
Kaikki kasvatukset tehtiin 100 RPM:n ravistelussa, joka havaittiin riittäväksi estämään 
bakteerisuspension sakkautumisen. Kussakin mittauspisteessä kasvatus ravisteltiin 
tasaiseksi suspensioksi, josta otettiin 100 µl:n näyte kirkaspohjaiselle ja valkoseinäiselle 
96-kuoppalevylle (ViewPlate™-96, Perkin Elmer, Yhdysvallat). Tästä mitattiin sekä 
absorbanssi (620 nm, 96-kuoppalevylukija Multiskan GO, Thermo Fischer Scientific, 
Suomi) että luminesenssi (Varioskan Flash, Thermo Fischer Scientific, Suomi). 
Mittauksia tehtiin 24 tuntiin (pCGLS-11-kanta 37 °C:ssa), 30 tuntiin (pCGLS-11-kanta 
30 °C:ssa) tai 32 tuntiin (pCSS305-kanta 30 °C:ssa) saakka, ja niiden yksityiskohdat on 
esitetty kappaleessa 7.2.1.  
Kun esikasvatuksen parametrit oli valittu, selvitettiin suuntaa-antava yön yli kasvatetun 
bakteerisuspension bakteeritiheys. Tämä tehtiin mittaamalla pCGLS-11-kannalla yli 
yön kasvatuksen absorbanssi (620 nm, kyvetti, Multiskan GO) ja siirrostamalla 
bakteerisuspensiota laimennossarjana petrimaljoille, joilta 24 tunnin kasvatuksen 
jälkeen laskettiin yksittäiset bakteeripesäkkeet (colony forming unit, CFU). Näiden 
tulosten perusteella määritettiin kaava, jonka avulla yli yön kasvatetun 
bakteerisuspension absorbanssi korreloitiin bakteeritiheyteen. Kaavaa käytettiin kaikissa 
myöhemmissä työvaiheissa bakteerisuspension laimentamiseksi haluttuun 
solutiheyteen. 
CFU-laskenta tehtiin kolmesta erillisestä kasvatuksesta biologisen vaihtelun 
vaikutuksen vähentämiseksi. Kaikki toistot aloitettiin tekemällä yli yön nesteviljely 
valittujen parametrien mukaan (kappale 7.2.1, erityisesti taulukko 7). 16 tunnin 
kasvatuksesta mitattiin absorbanssi, ja tehtiin 7-kertainen laimennossarja 1:10. 
Viimeisistä laimennoksista tehtiin taulukon 2 mukaiset kuusi agarmaljaa siten, että 
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laimennosta pipetoitiin maljalle taulukossa esitetyn mukaisesti, minkä jälkeen agar 
valettiin liitteen 2 mukaisesti. 
Taulukko 2. Viljelyt agarmaljoihin CFU-laskentaa varten. Laimennoskerroin 
ilmaisee, millä luvulla maljan pesäkkeiden määrä on kerrottava, jotta saadaan 
bakteeritiheys millilitrassa alkuperäistä yön yli kasvatettua suspensiota. 
 Malja 1A Malja 1B Malja 2A Malja 2B Malja 3A Malja 3B
Laimennos 
suspensiosta 10⁻⁴ 10⁻⁵ 10⁻⁵ 10⁻⁶ 10⁻⁶ 10⁻⁷ 
Laimennosta 
maljalle 0,1 ml 1 ml 0,1 ml 1 ml 0,1 ml 1 ml 
Laimennos-
kerroin 10⁵  10⁵ 10⁶ 10⁶ 10⁷ 10⁷ 
6.2 Menetelmänkehitys 
Molempien bakteerikantojen menetelmänkehityksessä oli samat työvaiheet, joissa usein 
valittiin seuraavaan vaiheeseen tietyt parametrit aina edellisen työvaiheen tulosten 
perusteella. Ensin bakteeria esikasvatettiin nesteviljelymenetelmän mukaan, minkä 
jälkeen bakteerisuspensio laimennettiin haluttuun solutiheyteen ja siirrostettiin 96-
kuoppalevylle. 96-kuoppalevyä inkuboitiin valituissa lämpötiloissa levyinkubaattorissa 
(Thermo-Shaker, BioSan, EU; 250 RPM), ja luminesenssin mittausvälit vaihtelivat 30 
minuutin ja 2 tunnin välillä. Menetelmiä yksinkertaistettiin validointia varten, jolloin 
aikapisteitä vähennettiin ja inkubaatioaikaa lyhennettiin. 
pCGLS-11-kannan esikokeissa tutkittiin antibioottiherkkyyttä ja tarkasteltiin 
erityyppisten antibioottien inhibitio-ominaisuuksia. Näistä antibiooteista valittiin sopiva 
kontrolliyhdiste myöhempiin kokeisiin. pCSS305-kannalla tehdyssä työssä käytiin läpi 
useita antibiootteja, mutta tämän jälkeen keskityttiin kasvulämpötilojen ja 
testimenetelmän optimointiin, johon valittiin antibiootti sekä työssä nähtyjen inhibitio-
ominaisuuksien että vaikutusmekanismin perusteella. 
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6.2.1 Tunnusluvut 
Jokaisessa kokeessa laskettiin arvioitaviksi laatuparametreiksi signaalin suhde taustaan 
(signal to background ratio, S/B), signaalin suhde kohinaan (signal to noise ratio, S/N 
(Bollini ym. 2002)) ja Z′-arvo (Zhang ym. 1999). Nämä tunnusluvut lasketaan 
seuraavasti: 
(3.)  S/B = x̅max / x̅min 
(4.)  S/N = (x̅max − x̅min) / (σmax² + σmin²)½ 
(5.)  Z′ = 1 – (3σmax + 3σmin) / |x̅max – x̅min| 
missä x̅ on keskiarvo, max viittaa voimakkaimpaan luminesenssisignaaliin, joka 
mitattiin pelkkää bakteerisuspensiota ja DMSO:ta sisältäneistä näytteistä, min 
tulosskaalan matalimpaan luminesenssisignaaliin, ja σ on keskihajonta. 
Antibioottiherkkyyden määrityksissä kaavojen min-arvona käytettiin nollahetkellä 
mitattua max-kontrollikuoppien signaalia ja validointikokeissa max-signaalin 
mittaushetkellä min-kontrollikuopista saatua signaalia. Lähtöarvojen valintalogiikkaa 
kommentoidaan kappaleessa 7.1. Validointikokeissa laatuparametrit laskettiin 
sarakkeiden keskiarvoista sekä joka levylle erikseen että päivän kokeelle yhteisesti. 
Kaikissa antibioottikokeissa laskettiin jokaiselle antibioottikonsentraatiolle 
inhibitioprosentti seuraavalla kaavalla: 
(6.)  Inhibitio (%) = (1 – x̅näyte / x̅max) · 100 
missä x̅ on keskiarvo, näyte viittaa tietylle antibioottikonsentraatiolle altistetusta 
bakteerista saatuun luminesenssisignaaliin ja max kokeen voimakkaimpaan, pelkkää 
bakteerisuspensiota ja DMSO:ta sisältäneistä näytteistä mitattuun 
luminesenssisignaaliin. 
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6.2.2 Solumäärän ja -tiheyden optimointi kuoppalevyllä ja DMSO-herkkyyden 
määrittäminen 
Bakteeria kasvatettiin kokovalkoisilla 96-kuoppalevyllä (CulturPlate™-96, Perkin 
Elmer, Yhdysvallat) tai kirkaspohjaisilla ja valkoseinäisillä 96-kuoppalevyillä 
(ViewPlate™-96, Perkin Elmer, Yhdysvallat) ja luminesenssia mitattiin Varioskan 
Flash -levynlukijalla. Tässä työvaiheessa tarkasteltiin luminesenssin voimakkuutta 
valituissa kasvatusolosuhteissa ja valittiin sopivimman luminesenssisignaalin tuottava 
bakteerimäärä ja -tiheys kuoppalevyllä. Dimetyylisulfoksidin (DMSO) vaikutusta 
menetelmään tutkittiin molemmilla kannoilla DMSO-konsentraatioilla 0,25 %, 0,5 %, 
1 % ja 2 %. 
pCGLS-11-kannalla näissä työvaiheissa ja ensimmäisissä antibioottiherkkyyden 
tutkimuksissa käytettiin kahta bakteeritiheyttä, 5⋅10⁴ CFU/kuoppa ja 5⋅10⁵ CFU/kuoppa 
(ks. kappale 6.2.3, taulukko 3: erytromysiini ja rifampisiini), nestetilavuudella 200 
µl/kuoppa. Näiden työvaiheiden tulosten perusteella myöhempiin kokeisiin valittiin 
tiheyksistä se, jolla saatiin inhibitiotuloksia suuremmalta skaalalta. pCSS305-kannalla 
luminesenssin voimakkuutta tutkittiin samalla kokonaismäärällä, 5⋅10⁵ CFU/kuoppa, 
kahdella bakteeritiheydellä, nestetilavuuksilla 100 µl ja 200 µl kuoppaa kohden, ja 
valittiin näistä voimakkaamman luminesenssin tuottanut. Valittua bakteeritiheyttä 
käytettiin molemmilla kannoilla DMSO-herkkyyden määrityksessä ja siitä eteenpäin 
kaikissa kokeissa. 
6.2.3 Antibioottiherkkyyden tutkiminen ja kasvatusparametrien optimointi 
Bakteerikasvatuksia tehtiin 96-kuoppalevyille ja altistettiin eri tavoin vaikuttaville 
antibiooteille myöhemmissä työvaiheissa käytettävän referenssiantibiootin valintaa 
varten sekä menetelmän herkkyyden osoittamiseksi. Testaukseen valittiin mukaan 
erityisesti yhdisteitä, joita laboratoriossa oli käytetty jo aiemmin E. coli 
K-12/pTetLux -kannalla tehdyssä vastaavassa menetelmänkehitystyössä (Nybond ym. 
2013), mutta pCGLS-11-kannalle otettiin mukaan myös kaksi muuta yhdistettä, 
proteiinisynteesi-inhibiittori kloramfenikoli ja glykopeptidiantibiootti teikoplaniini. 
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Käyttöön haluttiin ottaa laajaa vaikutusmekanismien kirjoa edustava 
antibioottikokoelma kuitenkin siten, että yhdisteet ovat helposti saatavilla. 
Antibioottikantaliuokset (liite 1) valmistettiin puhtaista analyysilaatuisista antibiooteista 
ja säilytettiin −20 °C:ssa, josta ne sulatettiin tarpeen mukaan. Bakteereja kasvatettiin 
valkopohjaisella ja -seinäisellä 96-kuoppalevyllä (CulturPlate™-96, Perkin Elmer, 
Yhdysvallat), altistettiin testiantibiooteille ja valituissa aikapisteissä mitattiin 
luminesenssi Varioskan Flash -levynlukijalla. Määritykset toistettiin niin, että jokainen 
antibioottikonsentraatio tuli testatuksi kolmena eri päivänä mahdollisen biologisen 
vaihtelun huomioimiseksi. 
Taulukko 3. Työssä tutkitut antibiootit ja niiden konsentraatiot. 
 Tutkittu konsentraatioväli Huomioita 
pCGLS-11 pCSS305 
Erytromysiini 50 µg/ml – 
3,125 µg/ml 
50 µg/ml – 
3,125 µg/ml 
pCGLS-11: tutkittiin kahdella 
bakteeritiheydellä, kontrolliyhdiste 
lopullisessa menetelmässä 
Rifampisiini 50 µg/ml – 3,125 µg/ml 
50 µg/ml – 
3,125 µg/ml 
pCGLS-11: tutkittiin kahdella 
bakteeritiheydellä 
Siprofloksasiini 50 µg/ml – 
0,3125 µg/ml 
5 µg/ml – 
0,0006 µg/ml 
pCSS305: käytettiin induktio-
menetelmän optimoinnissa, 
kontrolliyhdiste lopullisessa 
menetelmässä 
Trimetopriimi 50 µg/ml – 0,3125 µg/ml 
50 µg/ml – 
3,125 µg/ml  
Polymyksiini B 5 µg/ml – 0,3125 µg/ml 
5 µg/ml – 
0,3125 µg/ml 
laimennokset 1/10 muiden 
antibioottien laimennoksista 
G-penisilliini 50 µg/ml – 3,125 µg/ml 
50 µg/ml – 
3,125 µg/ml  
Kloramfenikoli 50 µg/ml – 3,125 µg/ml (ei tutkittu)  
Teikoplaniini 50 µg/ml – 3,125 µg/ml (ei tutkittu)  
Antibiootit olivat perusasetelmassa 5 konsentraation sarjoina 1:2 laimennoksina 
konsentraatiosta 50 µg/ml alkaen (polymyksiini B: konsentraatiosta 5 µg/ml alkaen). 
Taulukossa 3 nähdään kullakin bakteerikannalla tutkitut laimennossarjat. 
Siprofloksasiinista ja trimetopriimista, joilla ensimmäinen viiden laimennoksen sarja 
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tuotti alhaisimmallakin konsentraatiolla yli 90 % inhibition, tehtiin pCGLS-11-kannalla 
myös lisälaimennossarjat, joiden konsentraatiot olivat 1/10 ensimmäisestä: 1:2 
laimennokset 5 µg/ml:sta alkaen. pCSS305-kannalla siprofloksasiinia laimennettiin 
vielä pidemmälle (ja tutkittiin 10 konsentraation sarjassa), jotta löydettiin seuraavassa 
työvaiheessa tarvittu MIC₅₀-arvo. Tutkittujen antibioottien joukosta valittiin 
kummallekin kannalle kontrolliyhdiste, jonka MIC₅₀- ja MIC₉₀-arvot määritettiin. 
6.2.4 Menetelmän optimointi ja validointi 
Molemmilla bakteerikannoilla validoitiin kasvatusmenetelmä, joka oli optimoitu versio 
antibioottitestauksissa käytetystä: aikapisteitä vähennettiin ja inkubaatioaikaa 
lyhennettiin mahdollisuuksien mukaan. pCSS305-kannan lämpöinduktioprotokollaa 
yksinkertaistettiin tehoseulontaan paremmin soveltuvaksi. Tämän jälkeen protokolla 
validoitiin (Iversen ym. 2004). 
Validointikokeissa tutkittiin signaalin yhtenevyys levyn eri osissa lomittaisella 
asettelulla käyttäen hyväksi kontrolliyhdisteen MIC₅₀- ja MIC₉₀-konsentraatioita. 
Validointikokeet tehtiin kolmena eri päivänä biologisen vaihtelun huomioimiseksi 
tuloksissa. Joka testikerralla käsiteltiin rinnakkaiset kolme levyä, joissa max-, mid- ja 
min-kuopat (vastaavassa järjestyksessä ilman antibioottia, antibiootin MIC₅₀- ja MIC₉₀-
konsentraatio) olivat sijoitettuina sarakkeittain taulukon 4 mukaisesti siten, että 
jokaisesta 96 sijainnista mitattiin kunakin päivänä jokainen kolmesta signaalitasosta. 
Taulukko 4. Kolmen rinnakkaisen kuoppalevyn asettelut validoinnissa. Kolmella 
levyllä esiintyi jokainen signaalitaso jokaisessa sijainnissa yhteensä kerran. 
Sarake 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
Levy 1 max mid min max mid min max mid min max mid min 
Levy 2 mid min max mid min max mid min max mid min max 
Levy 3 min max mid min max mid min max mid min max mid 
Inhibitioprosentteja laskettaessa data jaettiin kolmen sarakkeen ryhmiin 1–3, 4–6, 7–9 ja 
10–12 siten, että saman ryhmän max-sarakkeesta laskettiin sen mid- ja min-sarakkeiden 
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inhibitioprosentit. Validointidataa analysoitiin sekä graafisesti että kappaleessa 6.2.1 
esitettyjen laatuparametrien avulla numeerisesti, ja analyysin perusteella arvioitiin 
menetelmän tuottaman vasteen odotuksenmukaisuus. Graafisessa tarkastelussa oli 
kussakin aikapisteessä alhaisimman laatuparametrin tuottanut iteraatio. 
7 TULOKSET JA TULOSTEN TARKASTELU 
Menetelmänkehityksessä kasvatusvaiheet ja työtavat optimoitiin ja validoitiin 
myöhempää HTS-kampanjaa varten. Tarkoitus oli saada aikaan mahdollisimman 
yksinkertainen, nopea ja toistettava menetelmä. 
7.1 Laatuparametrien ominaisuudet 
Seulontamenetelmien tulosten tarkastelussa hyödynnettiin kappaleessa 6.2.1 esitettyjä 
laatuparametreja. Z′-arvo on käyttökelpoinen laatuparametri, joskin myös 
yksinkertaisemmat tunnusluvut voivat osoittautua hyödyllisiksi. Menetelmää 
suunnitellessa ei ole syytä tarkastella vain yhtä laatuparametria. Lopulta vaikka kaikki 
laatuparametrit laskettiin rutiininomaisesti, tuloksia arvioitiin ensisijaisesti Z′-arvon 
pohjalta, koska sen tuottamille arvoille on määritelty tulkinnat tulosten laadusta (Zhang 
ym. 1999). 
S/B-kaavassa (kaava 3) verrataan ainoastaan maksimi- ja minimisignaalin keskiarvojen 
suuruusluokkaa, joten se ei ole kovin informatiivinen, jos keskihajontaa on paljon, 
kuten eläviä organismeja käytettäessä usein on. Suuri S/B-arvo on viite onnistuneesta 
kokeesta, jossa maksimi- ja minimisignaalin ero on suuri. Kuitenkaan pienestä S/B-
arvosta ei voida suoraan päätellä, että signaalit erottuisivat huonosti. 
S/N-kaava (kaava 4) ottaa huomioon keskiarvon lisäksi myös keskihajonnan: mitä 
suurempi on keskihajonta, sen pienempi on S/N-arvo, vaikka keskiarvojen erotus 
olisikin suuri. Pienellä keskihajonnalla S/N-arvo taas voi olla suuri, vaikka keskiarvojen 
ero olisikin pieni. Suuri S/N-arvo kertoo, että maksimi- ja minimisignaali erottuvat 
omina vyöhykkeinään eivätkä signaalit ole limittäin. 
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Tehoseulontamenetelmissä hyödyllinen laatuparametri on Z′-arvo (kaava 5), jossa myös 
verrataan kokeen maksimi- ja minimisignaaleja. Mitä kauempana näiden kahden 
keskiarvot ovat toisistaan ja mitä pienempiä keskihajonnat, sen paremmin myös niiden 
välille jäävistä arvoista voidaan löytää myös heikompia osumia, jotka vaikuttavat 
signaaliin vain osittain. Z′-arvo voi olla S/N-arvon tapaan korkea myös kapealla 
tulosvälillä, jos keskihajonta on pieni. Huomattavaa on, että Z′-arvolle on määritelty 
välit, joilla se kuvaa tulosten laatua: negatiivisilla arvoilla signaalia ei voida erottaa 
kohinasta, kun taas arvoilla 0–0,5 voidaan saada kelvollisia tuloksia, ja solupohjaisissa 
kokeissa tulos 0,5–1 on erinomainen. Zhang mainitsee esimerkkinä HTS-kampanjan, 
jonka Z′-arvo on 0,2, mutta tulokset silti lupaavia. 
Laatuparametrien laskennassa käytettävät arvot valittiin edustamaan 
bakteerisuspensiosta mitattavan signaalin ääripäitä. Antibioottiherkkyysmäärityksissä 
arvot min ja max ovat samoista kuopista mitatut; min mitattiin nollahetkellä ja max 
kulloinkin tarkasteltavassa aikapisteessä. Nämä arvot sopivat laatuparametrien 
laskentaan, sillä myös kuopista, joissa bakteerikasvu inhiboitui täysin, mitattiin 
luminesenssiarvoja, jotka olivat samaa suuruusluokkaa tai jopa pienempiä kuin 
laatuparametrien laskennassa käytetyt min-arvot. Siten laatuparametrien indikoima 
signaalin erottuminen on vähintään yhtä hyvä kuin antibioottikokeissa havaitut 
todelliset signaalierot. Kun kontrolliyhdisteen MIC₉₀-arvo oli löydetty, sitä voitiin 
hyödyntää laatuparametreissa: menetelmien validointivaiheessa min-arvona käytettiin 
tarkasteltavassa aikapisteessä mitattua MIC₉₀-kuoppien signaalia. 
7.2 Kantojen yhteiset esikäsittelyvaiheet 
Esikäsittelyn työvaiheet pyrittiin optimoimaan siten, että molempien tutkittujen 
kantojen käsittely olisi mahdollisimman samanlaista. Mahdollisuuksien mukaan 
käytettiin käsittelyn yksinkertaistamiseksi jopa samoja parametreja esimerkiksi 
konsentraatioissa ja laskentakaavoissa. 
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7.2.1 Esikasvatuksen optimointi 
Kasvukäyriä tutkittaessa pyrittiin löytämään käytännölliset parametrit yli yön 
kasvatukselle. Tarkoitus oli valita myöhempiä kokeita varten paras esikasvatuksen 
lämpötila ja kesto, jossa bakteerisuspensio oli edelleen kasvuvaiheessa, bakteerien kyky 
luminoida yhä vahva ja kanta elinvoimainen. pCGLS-11-kannan kasvukäyrä tutkittiin  
sekä 30 °C:ssa että 37 °C:ssa, mutta pCSS305-kantaa käsiteltiin plasmidin 
lämpöinduktio-ominaisuuden vuoksi mahdollisimman viileässä, joten sen 
esikasvatuslämmöksi valittiin 30 °C. 
Mittaukset (absorbanssi ja luminesenssi, pCGLS-11-kanta kuvissa 4, 5, 6 ja 7 ja 
pCSS305-kanta kuvissa 8 ja 9) tehtiin jokaiselle koeasetelmalle kolmena erillisenä 
kertana, ja aikapisteitä pyrittiin sijoittamaan kattavasti vähintään vuorokauden 
kasvatusajalle kuitenkin siten, että mittausajankohdat saatiin pidettyä mielekkäinä. 
Kasvatuksilla oli joitakin yhteisiä aikapisteitä kiintopisteinä, joiden avulla varmistettiin, 
että eri päivien kasvatuksissa tulos oli samaa suuruusluokkaa. Lisäksi 
absorbanssimittausten eri päivien tulokset tukivat toisiaan ja muodostivat uskottavan 
E. colin kasvukäyrän. Kasvukäyrämittausten perusteella valittiin seuraavissa 
työvaiheissa käytettävät esikasvatuksen pituus ja lämpötila (taulukko 0). 
Taulukko 5. Kasvukäyrämäärityksen perusteella valitut yön yli kasvatuksen 
parametrit. 
 Lämpötila Ravistelu Kasvatusaika 
pCGLS-11 37 °C 100 RPM 16 h 
pCSS305 30 °C 100 RPM 18 h 
Kuvaajista nähtiin, että 37 °C:ssa 16 tunnin kohdalla pCGLS-11-kanta oli absorbanssin 
perusteella yhä kasvuvaiheessa (kuva 4). Luminesenssi (kuva 5) oli tuossa aikapisteessä 
yhä voimakasta, mutta pidempään kasvatettaessa se näytti hiipuvan. 30 °C:ssa tehdyissä 
kasvatuksissa (kuvat 6, 7, 8 ja 9) molempien kantojen suurimmat luminesenssilukemat 
mitattiin vasta 16 tunnin jälkeen ja näihin aikoihin absorbanssikuvaajakin vasta alkoi 
tasaantua viitaten kasvun hiipumiseen. 
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Kuvassa  7 nähty luminesenssin voimistuminen kunkin sarjan toisessa pitkän tauon 
jälkeisessä mittauspisteessä saattaa johtua putken ravistelusta suspension tasaamiseksi 
näytteenottoa varten ja siitä seuranneesta solujen metabolian aktivoitumisesta. 
Kuvassa 9 näkyy vastaavanlaiset loivemmat piikit.  
 
Kuva 4. 37 °C:ssa ja 100 RPM:n ravistelussa kasvatetun pCGLS-11-kannan 
absorbanssi 620 nm:ssa ajan funktiona. Kuvaaja on konstruoitu yhdistämällä kolmen 
erillisen kasvatuksen tulokset.  
 
Kuva 5. 37 °C:ssa ja 100 RPM:n ravistelussa kasvatetun pCGLS-11-kannan 
luminesenssi ajan funktiona.  
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Kuva 6. 30 °C:ssa ja 100 RPM:n ravistelussa kasvatetun pCGLS-11-kannan 
absorbanssi 620 nm:ssa ajan funktiona. 
 
Kuva 7. 30 °C:ssa ja 100 RPM:n ravistelussa kasvatetun pCGLS-11-kannan 
luminesenssi ajan funktiona. 
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Kuva 8. 30 °C:ssa ja 100 RPM:n ravistelussa kasvatetun pCSS305-kannan 
absorbanssi ajan funktiona. 
 
Kuva 9. 30 °C:ssa ja 100 RPM:n ravistelussa kasvatetun pCSS305-kannan 
luminesenssi ajan funktiona. pCSS305-kannan lämpöindusoituvan 
luminesenssioperonin takia luminesenssiarvot ovat hyvin matalat, kun bakteeri on 
kasvatettu 30 °C:n lämmössä. 
pCGLS-11-kannalla määritettiin bakteeritiheys (CFU/ml) yli yön kasvatuksen jälkeen ja 
korreloitiin tiheys absorbanssiin samassa aikapisteessä. Näin voitiin jatkossa mitata yli 
yön kasvatuksesta nopeasti absorbanssi ja sen perusteella laimentaa bakteerisuspensio 
haluttuun tiheyteen. Bakteeritiheyden määrityksiä ei nähty tarpeellisina toistaa 
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pCSS305-kannalle, vaan saatua kaavaa sovellettiin käyttöön suoraan myös sille, kun 
havaittiin, että absorbanssiarvot yön yli kasvatuksissa olivat samaa suuruusluokkaa kuin 
pCGLS-11-kannalla ja myöhemmissä kasvatuksissa myös luminesenssi oli riittävällä 
tasolla. 
Kappaleessa 6.1 esitetyn mukaisia maljoja kasvatettiin vuorokausi 37 °C:ssa, minkä 
jälkeen laskettiin pesäkkeet kultakin maljalta. Laimennoskertoimen 10⁵ maljoilla 
pesäkkeet olivat liian tiheässä, joten ne jätettiin laskematta. Kunkin maljan laskennan 
tulos kerrottiin maljalle viljeltyä määrää vastaavalla laimennoskertoimella (taulukko 2 
kappaleessa 6.1.3) ja kunkin toiston tuloksista laskettiin aritmeettinen keskiarvo. 
Pesäkelaskennan ja absorbanssimittausten tulokset ovat taulukossa 6. 
Taulukko 6. pCGLS-11-kannan absorbanssimittaus suspension yli yön kasvatuksen 
jälkeen ja suspensiosta tehdyn viljelyn pesäkelaskennan tulokset sekä laskennalliset 
bakteeritiheydet yön yli tehdyissä kasvatuksissa. Laim.kerroin = laimennoskerroin. 
 Päivä 1 Päivä 2 Päivä 3 
Absorbanssi 
(620 nm) 0,5126 0,4925 0,4869 
Pesäkkeiden 
laskenta 
(Maljat 1A–3B) 
Laim. 
kerroin 
Pesäkkeitä Laim. 
kerroin
Pesäkkeitä Laim. 
kerroin 
Pesäkkeitä 
10⁵ (tiheä, ei laskettu) 10⁵ 
(tiheä, ei 
laskettu) 10⁵ 
(tiheä, ei 
laskettu) 
10⁵ (tiheä, ei laskettu) 10⁵ 
(tiheä, ei 
laskettu) 10⁵ 
(tiheä, ei 
laskettu) 
10⁶ 80 10⁶ 99 10⁶ 128 
10⁶ 65 10⁶ 89 10⁶ 122 
10⁷ 8 10⁷ 17 10⁷ 16 
10⁷ 5 10⁷ 10 10⁷ 16 
Laskennallinen 
bakteeritiheys 
(x̅) 
6,875 · 10⁷ CFU/ml 1,145 · 10⁸ CFU/ml 1,425 · 10⁸ CFU/ml 
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Kuva 10. Absorbanssimittausten tulokset yli yön kasvatuksen jälkeen ja 
pesäkelaskentojen perusteella määritetty laskennallinen bakteeritiheys sekä 
mittauspisteisiin sovitettu suora (kaava 1), pCGLS-11-kanta. 
Saaduilla kolmella tuloksella korreloitiin tiheys (CFU/ml) ja absorbanssi kolmessa 
pisteessä, ja niille sovitettiin suora taulukkolaskentaohjelmalla (Microsoft Excel 2010; 
kuva 10). Näin saatiin bakteeritiheydelle seuraava kaava: 
(1.)  Bakteeritiheys (CFU/ml) = absorbanssi[620 nm] · (−2,7118) · 10⁹ + 1,4573 · 10⁹] 
Kaava on ainoastaan arvio, jonka avulla voidaan tehdä interpolaatioita 
absorbanssiarvoilla 0,490–0,510. Toisinaan työn myöhemmissä vaiheissa kasvatuksen 
absorbanssi oli tämän mittausalueen ulkopuolella. Tällöin päädyttiin tekemään 
laimennos mittausalueetta lähempänä olevan absorbanssiarvon mukaisesti. Tämän ei 
todettu vaikuttavan koetuloksiin, sillä kun bakteereita kasvatettiin 96-kuoppalevyllä, 
kokeen onnistumista arvioitiin aina levyn sisäisten kontrollien perusteella. 
pCGLS-11-kannan kasvatukset 96-kuoppalevyllä tehtiin 37 °C:ssa, koska se valittiin 
myös esikasvatuslämmöksi. pCSS305-kannan induktiomenetelmää on selvennetty 
kappaleessa 7.5.1. 
y = (−2,7118 · 10⁹) · x + 1,4573 · 10⁹
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7.2.2 DMSO-herkkyyden määrittäminen 
DMSO on yleinen tehoseulonnassa käytettävä tutkittavien yhdisteiden liuotin, minkä 
takia tehoseulontamenetelmässä käytettävän organismin on siedettävä DMSO:ta, eikä 
menetelmän kokonaisuudessaan pidä olla liian herkkä DMSO:lle. Koejärjestelyissä on 
huolehdittava siitä, että jokaisessa kuopassa, myös kontrollikuopissa ja niissä, joissa 
tutkittava yhdiste on muussa liuottimessa, on kokeen ajan sama DMSO-konsentraatio, 
koska DMSO vaikuttaa bakteerikasvuun. 
DMSO-herkkyyden tutkimiseen valittiin DMSO-konsentraatiot 0,25 %, 0,5 %, 1 % ja 
2 %. Tämän suuruusluokan DMSO-konsentraatiot saavutetaan koejärjestelyissä varsin 
helposti, ja alhaisempien konsentraatioiden käyttöä saattavat rajoittaa tutkittavien 
yhdisteiden käytettävissä olevat kantaliuokset, jotka on tyypillisesti valmistettu 
esimerkiksi konsentraatioon 10 mM. Eri DMSO-konsentraatioille altistettua bakteeria 
verrattiin käsittelylle altistumattomaan bakteeriin (kuvat 11, 12 ja 13), ja tulosten 
perusteella valittiin seuraaviin koejärjestelyihin DMSO-konsentraatioksi 0,5 %. 
Alle 20 %:n suuruiseksi jäänyttä luminesenssin inhibitiota, jonka 0,5 % DMSO:ta 
kasvatusliuoksessa aiheutti pCGLS-11-kannan pienemmälle bakteeritiheydelle 
(5⋅10⁴ CFU/kuoppa) 6 tunnin kasvatuksen aikana (kuva 11), pidettiin hyväksyttävänä, 
kun varsinaisissa testeissä sama DMSO-konsentraatio on myös kontrollinäytteissä. 
0,25 %:n DMSO-konsentraatioon pyrkiminen puolestaan saattaa hankaloittaa seulontaa, 
jossa tutkittavan yhdisteen on oltava riittävänä pitoisuutena usein DMSO:hon 
liuotettuna. Suurempi bakteeritiheys (5⋅10⁵ CFU/kuoppa) kesti DMSO:ta varsin hyvin 
kasvun inhiboituessa enintään n. 10 % (kuva 12). pCSS305-kannalla 0,5 % DMSO- 
konsentraatioon päädyttiin menetelmien yhtenevyyden vuoksi, kun tämä konsentraatio 
DMSO:ta ei heikentänyt luminesenssia olennaisesti, vaikka tulosten hajonta olikin 
suurta (kuva 13). 
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Kuva 11. DMSO:n vaikutus pCGLS-11-kannan luminesenssiin eri 
inkubaatioajoilla, 5⋅10⁴ CFU/kuoppa. 
 
Kuva 12. DMSO:n vaikutus pCGLS-11-kannan luminesenssiin eri 
inkubaatioajoilla, 5⋅10⁵ CFU/kuoppa. 
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Kuva 13. DMSO:n vaikutus pCSS305-kannan luminesenssiin eri inkubaatioajoilla, 
5⋅10⁵ CFU/kuoppa. 
7.2.3 Solumäärän ja -tiheyden optimointi 
Ensimmäiset pCGLS-11-kannan kasvatukset 96-kuoppalevyillä tehtiin 
bakteeritiheyksillä 5⋅104 CFU/kuoppa ja 5⋅105 CFU/kuoppa, ja näiden kasvatusten 
perusteella valittiin jatkokokeisiin tiheydeksi 5⋅105 CFU/kuoppa. Kun solumäärä oli 
pienempi, testatut erytromysiini (kuva 14) ja rifampisiini (kuva 15) tuottivat kaikilla 
peruslaimennossarjan konsentraatioilla yli 90 %:n inhibition, kun taas suuremmalla 
solumäärällä samat laimennossarjan konsentraatiot tuottivat erytromysiinilla selvästi eri 
suuruusluokkien tuloksia. Tämä on parempi tilanne, kun halutaan määrittää 
antibioottien MIC₅₀- ja MIC₉₀-arvoja. 
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Kuva 14. Erytromysiinin annosvastekuvaaja kahdella eri bakteerikonsentraatiolla. 
pCGLS-11-kanta, inkubaatioaika 6 h. 
 
Kuva 15. Rifampisiinin annosvastekuvaaja kahdella eri bakteerikonsentraatiolla. 
pCGLS-11-kanta, inkubaatioaika 6 h. 
pCSS305-kantaa tutkittaessa todettiin jo kasvukäyrää määritettäessä, että kannan kasvu 
oli samalla tasolla kuin pCGLS-11-kannan (kuvat 6 ja 8 kappaleessa 7.2.1, taulukko 7 
tässä kappaleessa). Tämän takia sen kasvatuksessa käytettiin alusta saakka tiheyttä 
5⋅105 CFU/kuoppa, mutta kuopan nestetilavuus pienennettiin 200 µl:sta 100 µl:aan, 
koska luminesenssi oli voimakkaampi (noin kolminkertainen, ks. taulukko 8) 
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pienemmässä nestetilavuudessa eli tiheämmällä bakteerikasvulla. pCSS305-kannalla 
solutiheyden arvioinnin kasvatukset tehtiin kolmella eri induktiomenetelmällä, joiden 
tuloksia on vertailtu kappaleessa 7.5.1. 
Taulukko 7. pCGLS-11- ja pCSS305-kantojen absorbanssi kasvukäyrän määrityksen 
(30 °C, 100 RPM) yhteisissä aikapisteissä. Arvot ovat samat kuin kuvien 5 ja 7 
tuottamisessa käytetyt. pCSS305-kannan absorbanssiarvo aikapisteessä 24 h on 
keskiarvo kahdesta erillisestä kasvatuksesta. 
 2 h 4 h 6 h 18 h 20 h 24 h 28 h 
pCGLS-11 
(absorbanssi 620 nm) 0,043 0,051 0,081 0,235 0,244 0,285 0,295 
pCSS305 
(absorbanssi 620 nm) 0,042 0,048 0,085 0,240 0,247 0,258 0,271 
absorbanssi[pCGLS-11] / 
absorbanssi[pCSS305] 
1,01 1,06 0,95 0,98 0,99 1,10 1,09 
Taulukko 8. pCSS305-kannan solutiheyden optimointi. Luminesenssi mitattu 
kolmella erillisellä kasvatuskerralla 6 tunnin inkubaation jälkeen. Molemmissa 
nestetilavuuksissa oli bakteerimäärä 5⋅105 CFU. RLU = relative light units. 
 100 µl/kuoppa 
(RLU) 
200 µl/kuoppa 
(RLU) 
suhdeluku: luminesenssi[100 µl] / 
luminesenssi[200 µl] 
Levy 1 3 675 837 1 152 999 3,19 
Levy 2 2 570 136 655 750 3,92 
Levy 3 2 476 730 939 770 2,64 
Solumäärää ja -tiheyttä optimoitaessa mitattiin suuria luminesenssiarvoja, ja 
voimakkaasti luminoivien kuoppien viereen oli sijoitettu myös pelkkää elatusliuosta 
sisältäviä kuoppia puskurivyöhykkeeksi, jotta voitaisiin mitata, vaikuttaako voimakas 
luminesenssi levyllä myös naapurikuopasta mitattavaan tausta-arvoon (luminesenssin 
”vuoto”). Vaikka taulukosta 9 nähdään vuoto- ja tausta-arvojen suuruusluokkia 
vertaamalla, että viereisellä signaalikuopalla on vaikutusta mitattavaan absoluuttiseen 
lukemaan, bakteeria sisältävän kuopan voimakkaaseen luminesenssiin verrattuna 
mitatut luminesenssiarvot olivat merkityksettömiä, alle promillen suuruisia. Näiden 
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mittausten perusteella pystyttiin lisäämään yhdellä levyllä testattavaa näytemäärää 
jättämällä niistä pois pelkkää kasvatusliuosta sisältäneet kuopat. 
Taulukko 9. pCGLS-11-kannan kasvatus solumäärän optimointia varten, mittaus 
kolmella erillisellä kasvatuskerralla 6 tunnin inkubaation jälkeen. Luvut ovat samalla 
levyllä vierekkäin sijoitettujen sarakkeiden keskiarvoja: signaali-sarake 96-kuoppalevyn 
sarake nro 9, vuoto-sarake nro 8 ja tausta-sarake nro 7. RLU = relative light units. 
 5⋅105 CFU/kuoppa 
(signaali; RLU) 
vain LB-liuos 
(vuoto; RLU) 
vain LB-liuos 
(tausta; RLU) 
vuoto/signaali ⋅ 100 
(%) 
Levy 1 5 886 250 3 969 192 0,07 
Levy 2 9 133 813 6 638 401 0,07 
Levy 3 10 123 749 6 585 314 0,07 
7.3 Antibioottiherkkyyden tutkiminen 
Molempien kantojen antibioottiherkkyysprofiili määritettiin, ja määrityksen perusteella 
valittiin kontrolliyhdisteet ja optimoitiin niiden konsentraatiot molempien kantojen 
myöhempiä seulontoja varten. 
7.3.1 Antibioottiherkkyys ja vaikutusmekanismit 
Bakteerikantojen antibioottiherkkyyttä tutkittiin paitsi kontrolliyhdisteen valinnan takia 
myös menetelmän herkkyyden selvittämiseksi. Tämän vuoksi antibioottipaletissa oli 
mahdollisimman erilaisia vaikutusmekanismeja (taulukko 10): proteiinisynteesin 
vaiheita estävät makrolidiantibiootti erytromysiini ja kloramfenikoli; 
replikaatiomekanismiin vaikuttavat RNA-polymeraasin estäjä rifampisiini ja DNA-
gyraasia estävä fluorokinoloni siprofloksasiini; foolihappometaboliaa estävä 
trimetopriimi; soluseinään eri tavoilla vaikuttavat G-penisilliini ja 
glykopeptidiantibiootti teikoplaniini sekä solukalvoa heikentävä polypeptidiantibiootti 
polymyksiini B. 
Antibioottiherkkyyttä tutkittiin useilla konsentraatioilla MIC-arvojen löytämiseksi 
(taulukko 11) ja löydettyjä MIC-arvoja verrattiin kirjallisuuteen (CLSI 2013). 
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Muutamille antibiooteille MIC-arvo löytyikin, kun taas toisten laimennossarjoja olisi 
pitänyt jatkaa vielä, jotta MIC olisi voitu määrittää. Erytromysiinin ja rifampisiinin 
annosvastetta pCGLS-11-kannalle tutkittiin kahdella bakteeritiheydellä (kuvat 14 ja 15 
kappaleessa 7.2.3), joista näissä tuloksissa on ainoastaan tiheys 5⋅10⁵ CFU/kuoppa. 
Taulukko 10. Tutkittujen antibioottien vaikutusmekanismit. 
 Vaikutusmekanismi Vaikutustapa 
Erytromysiini sitoutuminen ribosomiin estää peptidiketjun translokaation; proteiinisynteesi estyy bakteriostaattinen 
Rifampisiini RNA-polymeraasin esto pysäyttää RNA-synteesin bakterisidinen 
Siprofloksasiini DNA-gyraasin esto pysäyttää RNA- ja DNA-synteesin bakterisidinen 
Trimetopriimi dihydrofoolihapporeduktaasin esto johtaa kofaktorin puutokseen; nukleiinihappo-
synteesi estyy 
bakteriostaattinen 
Polymyksiini B tunkeutuminen solukalvon lipidikerrokseen heikentää solukalvoa (gram-negatiiviset) bakterisidinen 
G-penisilliini sitoutuminen transpeptidaasiin estää peptidoglykaanisynteesiä ja johtaa soluseinän 
heikkenemiseen 
bakteriostaattinen 
Kloramfenikoli sitoutuminen ribosomiin estää peptidin liittämisen ketjuun; proteiinisynteesi estyy bakteriostaattinen 
Teikoplaniini steerinen este; peptidoglykaanisynteesin esto johtaa soluseinän heikkenemiseen 
(gram-positiiviset) 
bakteriostaattinen 
Kirjallisuuden perusteella erytromysiinille ei ollut odotettavissa suurta herkkyyttä: 
yhdiste on tehoton useimpiin gramnegatiivisiin sauvoihin (Tuominen ja Männistö 
2007b), eikä referenssikannallekaan ole viitearvoa. MIC-arvot kuitenkin löytyivät 
molemmilla kannoilla. 
pCGLS-11-kannan rifampisiiniherkkyys oli ATCC 25922 -referenssikannan mukaisissa 
viiterajoissa, kun taas pCSS305-kanta oli referenssikantaa herkempi rifampisiinille 
(taulukko 11). Tämä voi johtua pCSS305-kannan ominaisuuksista: rifampisiini hillitsee 
RNA-replikaation lisäksi plasmidi-DNA:n replikaatiota (Clewell ja Evenchik 1973), ja 
pCSS305-kannan runaway-plasmidin replikaatio jää vähäiseksi, jolloin havaittavaa 
luminesenssia ei synny. 
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Taulukko 11. Tutkittujen antibioottien MIC-arvot pCGLS-11-kannalla (6 h kasvatus) 
ja pCSS305-kannalla (3 h kasvatus) sekä E. coli ATCC 25922 -referenssikannan 
viitearvot (CLSI 2013). Jos luminesenssikantojen antibioottilaimennossarjassa oli 
peräkkäiset laimennokset, joista toinen tuotti yli ja toinen alle 90 % inhibition, MIC-
arvoksi on merkitty yli 90 %:n inhibition tuottanut konsentraatio. Jos laimennossarja ei 
yltänyt tällaiseen taitekohtaan, lauseke antaa viitteen kannan herkkyydestä antibiootille. 
 pCGLS-11 pCSS305 ATCC 25922 
MIC 
(µg/ml) 
erytromysiini 25 50 (ei viitearvoa) 
rifampisiini 6,25 ≤ 3,125 4–16 
siprofloksasiini ≤ 0,3125 0,16 0,004–0,015 
trimetopriimi ≤ 0,3125 6,25 0,5–2 
polymyksiini B 1,25 0,625 0,25–2 
G-penisilliini > 50 > 50 (ei viitearvoa) 
kloramfenikoli ≤ 3,125 (ei tutkittu) 2–8 
teikoplaniini > 50 (ei tutkittu) (ei viitearvoa) 
Konstitutiivisesti luminoivalla pCGLS-11-kannalla, jolla luminesenssi on mitattavaa jo 
levyinkubaation alussa, rifampisiini osoitti menetelmässä mahdollisen heikkouden: 
värillinen yhdiste absorboi valoa ja saattaa vaikuttaa siten mittaustulokseen (kuva 16). 
Kuvassa ovat luminesenssin mittaustulokset levyinkubaation nollahetkellä, jolloin 
jokaisessa kuopassa on laskennallisesti sama määrä samanlaisella intensiteetillä 
luminoivaa bakteeria. Tulokset on vieläpä koostettu kolmen päivän tuloksista, jolloin 
päivittäinen vaihtelu on minimoitu. Luminesenssin heikkenemää nollahetkellä ei ole 
havaittavissa erytromysiinilla, joka on liuoksessa väritön yhdiste. 6 tunnin 
kasvatuksessa luminesenssi voimistuu niin paljon, että rifampisiinin todellinen inhibitio 
on tuolloin varmasti merkittävämpi kuin absorptiovaikutus, mutta ilmiön vaikutus 
tuloksiin olisi hyvä tutkia. 
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Kuva 16. Rifampisiinin konsentraation vaikutus pCGLS-11-kannan luminesenssiin 
inkubaation nollahetkellä verrattuna erytromysiiniin, 5⋅10⁵ CFU/kuoppa. 
pCGLS-11-kanta osoittautui herkäksi siprofloksasiinille, trimetopriimille ja 
kloramfenikolille (taulukko 11). Siprofloksasiinin lisälaimennossarjaa ei jatkettu 
referenssikannan viitealueelle, joten vertaaminen ei ole mahdollista. Trimetopriimille  
pCGLS-11-kanta on herkempi ja kloramfenikolille vähintään yhtä herkkä kuin 
referenssikanta (laimein tutkittu konsentraatio oli viiterajoissa ja inhibitio oli yhä yli 
98 %). Koska inhibitio näillä kolmella antibiootilla oli laimeimmillakin 
konsentraatioilla hyvin voimakas, ei koettu tarpeelliseksi tehdä pidemmälle meneviä 
lisälaimennoksia. pCSS305-kanta on vähemmän herkkä siprofloksasiinille (viitearvoon 
nähden 10-kertainen MIC) ja trimetopriimille (n. 3-kertainen MIC) kuin referenssikanta 
(taulukko 11). 
pCGLS-11-kannalla havaittiin polymyksiini B:n erikoinen vaikutusprofiili: tiettyyn 
konsentraatioon saakka inhibitio oli voimakas, minkä jälkeen se heikkeni täysin. Tämä 
voi johtua polymyksiini B:n vaikutusmekanismista, jolla se tuhoaa bakteerisolun 
solukalvoa heikentämällä. Pieni konsentraatio ei vielä riitä rikkomaan solukalvoa, mutta 
kun kynnys ylittyy, solu hajoaa. pCSS305-kannalla inhibition vähenemä alkoi näkyä 
sarjan viimeisellä laimennoksella, ja yksikin lisälaimennos olisi varmistanut, onko 
vaikutusprofiili samanlainen kuin pCGLS-11-kannalla. 
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G-penisilliini ja teikoplaniini eivät aiheuttaneet luminesenssin inhibitiota (taulukko 11), 
mikä vastasi odotuksia. Molempien luminesenssikantojen plasmidissa oleva 
ampisilliiniresistenssitekijä estää myös muiden β-laktaamiantibioottien toiminnan, joten 
kannat ovat resistenttejä G-penisilliinille. Teikoplaniinin vaikutus puolestaan kohdistuu 
nimenomaan gram-positiivisten bakteerien soluseinäsynteesimekanismiin (Männistö ja 
Tuominen 2007), joten gram-negatiivisena E. coli ei kuulu sen vaikutuskirjoon. 
Tutkitussa menetelmässä on otettava huomioon lyhyt inkubaatioaika, joka korostuu 
etenkin pCGLS-11-kannalla, jonka konstitutiivisen luminesenssin on annettava heiketä 
ennen tulosten luentaa. Logaritmisessa kasvuvaiheessa, jossa solunjakautuminen on 
tiheää, menetelmä on herkkä. Vääriä positiivisia menetelmä voi aiheuttaa esimerkiksi 
siten, että yhdiste tai jokin sen osa voi olla niin toksinen, että tuhoaa koko solun kuten 
polymyksiini B. Tämänkaltaiset väärät positiiviset sekoittuvat erityisesti pCSS305-
kannalla löydettäviin replikaatioinhibiittoreihin, ja ne on mahdollista seuloa pois 
muunlaisissa tutkimuksissa. Menetelmän ominaisuudet on tiedostettava, kun ryhdytään 
suunnittelemaan HTS-kampanjaa.  
7.3.2 Kontrolliyhdisteiden ja mittauspisteiden valinta 
Erytromysiini valittiin pCGLS-11-kannan seulontamenetelmän kontrolliyhdisteeksi ja 
oli mahdollinen ehdokas kontrolliyhdisteeksi myös pCSS305-kannalle. Sen tutkittu 
antibioottikonsentraatioväli tuotti selvästi eri suuruusluokkien inhibitiotuloksia 
(kuva 17), ja MIC₅₀- ja MIC₉₀-arvot erottuivat selkeästi toisistaan. 
Siprofloksasiini valittiin kontrolliyhdisteeksi DNA-replikaatioon kohdistuvan 
vaikutusmekanisminsa vuoksi (Tuominen ja Männistö 2007a), ja valintaa tuki MIC₅₀- 
ja MIC₉₀-arvojen hyvä erottuvuus (kuva 18), kun laimennossarjaa jatkettiin. 
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Kuva 17. Erytromysiinin annosvastekuvaaja pCGLS-11-kannalla 
(inkubaatioaika 6 h) ja pCSS305-kannalla (inkubaatioaika 3 h). 
 
Kuva 18. Siprofloksasiinin annosvastekuvaaja lisälaimennossarjalla 0,0006 µg/ml–
0,31 µg/ml. pCSS305-kanta, inkubaatioaika 3 h. 
Kuvassa 19 nähdään pCGLS-11-kannan inhibition kehittyminen 
antibioottikonsentraatioilla, jotka tuottavat MIC₅₀- ja MIC₉₀-arvot. pCGLS-11-kannan 
inhibitio kehittyy hitaasti: bakteerit luminoivat hyvin, kun antibiootti lisätään hetkellä 
T = 0, ja tämän pohjaluminesenssin heikkeneminen vie aikaa. Lopullista vastaavia 
inhibitiotasoja nähdään vasta 3 tunnin jälkeen, ja vielä tässä vaiheessa inhibition 
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keskihajonta on melko suurta, yli 10 %, vaikka kontrollikuopista laskettu Z′-arvo onkin 
jo hyvä, kolmen toiston keskiarvolla 0,49. 6 tuntiin tultaessa antibioottikuoppien 
keskihajonta pienenee erinomaiselle tasolle (Z′-arvo 0,85). Inkubaatioaika haluttiin pitää 
pitkänä koko työn ajan, jotta luminesenssi ehtii saavuttaa lopullisen tasonsa ja 
antibiootit vaikuttaa. 
 
Kuva 19. pCGLS-11-kannan inhibition kehittyminen inkubaation aikana kahdella 
eri erytromysiinikonsentraatiolla. 5⋅10⁵ CFU/kuoppa, 37 °C. 
pCSS305-kannalla nähtiin erikoinen inhibitiokäyrä (kuva 20). Heti induktion jälkeen 
bakteeri, jota kasvatettiin pienellä, MIC₅₀-arvon tuottaneella 
siprofloksasiinikonsentraatiolla, luminoi säännönmukaisesti voimakkaammin kuin 
kontrollikuopat. Jo 30 minuutin kohdalla levyn Z′-arvo oli 0,60, ja 60 minuutin 
aikapisteen jälkeen jokaisella tutkitulla levyllä Z′-arvo oli jo yli 0,80. Jo kasvukäyrän 
määrityksessä oli nähty pCSS305-kannan kasvavan riittävän voimakkaasti 3 tuntiin 
mennessä, mutta tämän laatuparametrien kehittymisen perusteella kasvatusaika haluttiin 
myöhemmissä vaiheissa lyhentää 90 minuuttiin. 
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Kuva 20. pCSS305-kannan inhibition kehittyminen inkubaation aikana kahdella 
eri siprofloksasiinikonsentraatiolla. 5⋅10⁵ CFU/kuoppa 
7.4 Seulontamenetelmä E. coli WZM120/pCGLS-11 -kannalla 
Seulontamenetelmä pCGLS-11-kannalle optimoitiin mahdollisimman yksinkertaiseksi 
toistaa. Esikasvatuksen vaiheet ja parametrit on kuvailtu kappaleessa 7.2.1, ja 
menetelmä on jatkoa sille. 
7.4.1 Menetelmä 
Edellisten työvaiheiden perusteella pCGLS-11-kannan  kasvatuksessa päädyttiin alla 
kuvattuun menetelmään. 
Valkopohjaisen, valkoseinäisen 96-kuoppalevyn jokaisessa kuopassa on 200 µl nestettä: 
1. määrätilavuuteen 100 µl asti LB-liuosta (liite 2), jossa on näytteen liuottimesta 
riippuen 1 % DMSO:ta, 
2. kontrolliyhdiste tai tutkittava näyte liuottimessaan (vesi tai DMSO), 
3. 100 µl suspensiota, jossa on 5⋅10⁵ CFU pCGLS-11-kantaa LB-liuoksessa. 
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Komponenttien tilavuudet ja liuotinten laatu on otettava huomioon, kun kuopat 
täytetään määrätilavuuteen, erityisesti siten, että DMSO:n loppukonsentraatioksi 
saadaan jokaisessa kuopassa 0,5 %. 
Levyn kontrollikuopissa on LB-bakteerisuspensiossa: 
1. vain DMSO (max) 
2. DMSO ja erytromysiini 6,25 µg/ml (MIC₅₀, mid) 
3. DMSO ja erytromysiini 50 µg/ml (MIC₉₀, min) 
Levyä inkuboidaan hetkestä T = 0 alkaen 37 °C:ssa, 250 RPM:n ravistelussa. 
VarioSkan-levynlukijalla mitataan luminesenssi validointivaiheessa ajan hetkillä T = 0, 
T = 180 min ja T = 360 min. Varsinaisessa seulontakampanjassa ylimääräisistä 
aikapisteistä luovutaan, ja mittaukset tehdään vain nollahetkellä ja valitussa 
päätepisteessä. 
7.4.2 Validointi 
Validointitesteissä signaalin erottuvuus kehittyi 360 minuuttiin mennessä erittäin 
hyvälle tasolle, vaikka päivittäistä vaihtelua on (taulukko 12). 180 minuutin kohdalla 
(taulukko 13) levykohtaiset Z′-arvot vaihtelivat välillä 0,13–0,72, ja 360 minuutin 
kohdalla matalin levykohtainen Z′-arvo oli jo 0,64 ja keskimääräinen yli 0,8, jotka ovat 
eläviä soluja käyttävässä menetelmässä erinomaisia tuloksia (Zhang ym. 1999). 
Yhtä testikertaa lukuunottamatta tulokset olivat jo 180 minuutin kohdalla riittävän 
hyviä, jotta seulonnan päättämistä tähän aikapisteeseen voisi harkita. Tälloin olisi 
kuitenkin tehtävä vielä muutamia validointitestejä lisää, jotta nähdään, onko alhainen 
Z′-arvo 0,13 pienen otannan sattumaa, vai onko sen toistuminen odotettavissa. Koska 
kolme alinta Z′-tulosta saatiin eri päivien levyistä 1, on varmistettava, ettei levyä 1 
koske systemaattinen virhe. Näissä levyissä Z′-arvo muodostui alhaiseksi, koska max-
signaalikuoppien keskihajonta oli suurta: levyjen 1 suhteelliset keskihajonnat olivat 
välillä 14,4 %–21,6 %, kun taas levyjen 2 ja 3 suhteellinen keskihajonta oli keskimäärin 
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9,6 %. Päivän 2 absoluuttiset luminesenssiarvot jäivät alhaisiksi, ja tämä yhdistettynä 
mahdolliseen levyn 1 virheeseen alensi Z′-arvoa entisestään. 
Taulukko 12. pCGLS-11-kannan validoinnin laatuparametrien kehittyminen testin 
aikana 180 minuutista 360 minuuttiin. Luvut ovat päivittäisiä keskiarvoja. RLU = 
relative light units, inh-% = inhibitioprosentti. 
 Päivä 1 Päivä 2 Päivä 3 
180 min S/B 11,64 3,76 3,79 
S/N 8,20 5,29 8,29 
Z′ 0,56 0,36 0,57 
max (RLU) 1,9⋅10⁶ 0,5⋅10⁶ 0,9⋅10⁶ 
mid (inh-%) 72,23(±1,62) 52,72(±5,47) 65,97(±2,7) 
min (inh-%) 91,22(±1,11) 72,42(±4,77) 73,18(±3,1) 
360 min S/B 41,95 48,73 21,07 
S/N 21,79 31,69 32,62 
Z′ 0,83 0,90 0,83 
max (RLU) 6,2⋅10⁶ 3,3⋅10⁶ 3,3⋅10⁶ 
mid (inh-%) 72,33(±3,31) 65,28(±4,45) 75,33(±1,55) 
min (inh-%) 97,6(±0,14) 97,93(±0,11) 95,23(±0,35) 
Todennäköisesti inkubaatioaikaa ei kannata lyhentää 180 minuuttiin: Koska 
pCGLS-11-kanta luminoi havaittavasti jo nollahetkellä, on annettava aikaa 
luminesenssin heikkenemiselle. Hitaasti vaikuttavien bakteriostaattistet yhdisteiden teho 
ei välttämättä näy vielä 180 minuutin kohdalla. Kuten heikoimman Z′-arvon 
tuottaneesta testilevystä (päivä 2, levy 1; kuvat 21 ja 22) nähdään,  max-signaalin 
vyöhyke on tässä vaiheessa varsin leveä: suuntaus osoittaa reunavaikutuksen, jossa 
luminesenssi voimistuu levyn saraketta 12 (kuvassa 21 max-signaalin neljän ryppääseen 
sovitettavan suoran kulmakerroin olisi positiivinen) ja riviä H (kuvassa 22 
max-signaalin kahdeksan ryppääseen sovitettavan suoran kulmakerroin olisi 
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positiivinen) kohti mennessä, mikä puoltaa pidempää inkubaatioaikaa. Eri signaalitasot 
erottuvat omina erillisinä vyöhykkeinään, joskaan alhaisimman max- ja korkeimman 
mid-arvon erotus ei ole suhteellisesti suuri. 
Taulukko 13. pCGLS-11-kannan Z′-arvot levyittäin validointitestien aikana. 
Aikapisteen alin arvo on alleviivattu ja mediaaniarvo merkitty asteriskilla (*). 
 Päivä 1 Päivä 2 Päivä 3 
180 min Levy 1 0,28 0,13 0,38 
Levy 2 0,68 0,51 * 0,68 
Levy 3 0,72 0,45 0,64 
360 min Levy 1 0,89 0,92 0,64 
Levy 2 0,88 0,91 0,95 
Levy 3 0,71 0,87 0,89 * 
360 minuutin kohdalla saatujen tulosten perusteella testin jatkaminen tähän 
aikapisteeseen saakka tuottaa luotettavia tuloksia, joissa päivä- ja paikkakohtainen 
vaihtelu ei ole niin suurta, että mahdollinen aktiivinen yhdiste jäisi tällä perusteella 
huomaamatta. Arvioidaan reunavaikutusta kuvien 23 ja 24 perusteella testikerrasta, joka 
tuotti aikapisteen matalimman Z′-arvon (päivä 3, levy 1): Kuten 180 minuutin kohdalla, 
myös 360 minuutissa luminesenssi voimistuu huomattavasti levyn saraketta 12 
(kuvassa 23 max-signaalin neljän ryppääseen sovitettavan suoran kulmakerroin olisi 
positiivinen) kohti mennessä. Kuvassa 24 max-ryppäät ovat muodoltaan lähinnä 
paraabelimaisia, mikä kertoo luminesenssin olevan sekä A- että H-saraketta kohti 
mentäessä voimakkaampaa kuin keskellä. Näistä reunavaikutuksen suuntauksista 
huolimatta signaalitasot erottuvat erittäin selvästi. 
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Kuva 21. Päivä 2, levy 1, T = 180 min; Kuopat numeroitu ensisijaisesti riveittäin, 
toissijaisesti sarakkeittain. pCGLS-11-kanta. 
 
Kuva 22. Päivä 2, levy 1, T = 180 min; Kuopat numeroitu ensisijaisesti 
sarakkeittain, toissijaisesti riveittäin. pCGLS-11-kanta. 
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Kuva 23. Päivä 3, levy 1, T = 360 min; Kuopat numeroitu ensisijaisesti riveittäin, 
toissijaisesti sarakkeittain. pCGLS-11-kanta. 
 
Kuva 24. Päivä 3, levy 1, T = 360 min; Kuopat numeroitu ensisijaisesti 
sarakkeittain, toissijaisesti riveittäin. pCGLS-11-kanta. 
7.5 Seulontamenetelmä E. coli K-12/pCSS305 -kannalla 
Seulontamenetelmä pCSS305-kannalle optimoitiin mahdollisimman yksinkertaiseksi 
toistaa, ja sen pohjana käytettiin pCGLS-11-kannalle optimoitua menetelmää. 
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Esikasvatuksen vaiheet ja parametrit on kuvailtu kappaleessa 7.2.1, ja menetelmä on 
jatkoa sille. 
7.5.1 Induktiomenetelmän optimointi 
pCSS305-kannan kasvatusta varten tutkittiin taulukossa 14 kuvatut neljä 
induktiomenetelmää. Liikkeelle lähdettiin kolmesta menetelmästä, joista yksi on 
kuvattu jo aiemmin kyseiselle kannalle (Änkö ym. 2002) ja jota suoraan 
yksinkertaistamalla saatiin toiset kaksi, ja myöhemmässä vaiheessa tutkittiin vielä neljäs 
menetelmävaihtoehto. Ellei muuta ole mainittu, pCSS305-kannan kasvatuksissa 
96-kuoppalevyllä on käytetty kirjallisuuden mukaista menetelmää 1. 
Taulukko 14. pCSS305-kannalle kokeillut induktiomenetelmät. Mittauksen 
nollahetkeksi valittiin lämpöinduktion aloitushetki, joten esikasvatus alkaa ajan hetkellä 
−15 min. 
Aikaväli (min) Menetelmä 1 Menetelmä 2 Menetelmä 3 Menetelmä 4 
−15–0 30 °C 30 °C 30 °C 37 °C 
0–30 42 °C 42 °C 42 °C 42 °C 
30–60 37 °C 
37 °C 30 °C 37 °C 
60–180 30 °C 
Kolmea ensimmäistä menetelmää verrattiin keskenään solutiheyttä optimoitaessa, ja 
niistä valittiin menetelmä 1, Ängön ja työtovereiden artikkelissa esitetty. Siinä bakteeria 
kasvatettiin 15 minuuttia 30 °C:ssa, sitten indusoitiin plasmidin replikaatio 
kasvattamalla 30 minuuttia 42 °C:ssa, minkä jälkeen levy siirrettiin ensin 30 minuutiksi 
37 °C:een, jotta lämpö vähenisi ensin hillitysti, ja sitten loppuajaksi 30 °C:een. 
Menetelmää 1 yksinkertaistettiin seuraavasti: Menetelmissä 2 ja 3 bakteeria kasvatettiin 
15 minuuttia 30 °C:ssa, sitten 30 minuuttia 42 °C:ssa, minkä jälkeen menetelmässä 2 
levy oli loppuajan 37 °C:ssa ja menetelmässä 3 loppuajan 30 °C:ssa. Menetelmässä 4 
tehtiin 15 minuutin esikasvatus 37 °C:ssa, 30 minuutin induktio 42 °C:ssa ja loppuajan 
kasvatus 37 °C:ssa. 
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Antibioottipaletin testaukseen käytettiin Ängön ja työtovereiden esittämää 
yksityiskohtaista ja monivaiheista menetelmää, mutta varsinaiseen 
seulontamenetelmään sitä haluttiin yksinkertaistaa tehoseulontaan sopivammaksi: 
Protokollan 1 mukainen lämpötilojen jatkuva sääteleminen ja levyjen siirteleminen 
kahden eri levyinkubaattorin välillä oli työlästä, ja vaikutti siltä, että levyinkubaattorin 
metallinen lämpölevy ei mukautunut uuteen lämpötilaan tarpeeksi nopeasti. Tämä näkyi 
levyillä epätasaisena luminesenssina (taulukko 15), kun inkubaattorin laidalla olleet 
kuopat (96-kuoppalevyn A-rivi) tuottivat systemaattisesti pienemmän luminesenssin 
kuin lähellä inkubaattorin keskiosaa olleet (96-kuoppalevyn H-rivi). Suhteellinen 
keskihajonta pysyi silti pitkälti alle 10 %:ssa ja oli yli 20 % vain yksittäistapauksissa, 
mitä voidaan pitää hyvänä tuloksena. Huomattavaa on myös, että Z′-arvo oli 0,84 jopa 
suurimman keskihajonnan aikapisteessä. Tämä selittyy kontrollisarakkeen pienellä 
keskihajonnalla, alle 10 %. 
Taulukko 15. Kuopan sijainnin vaikutus luminesenssisignaalin voimakkuuteen. 
Signaalin voimakkuus A- ja H-rivillä verrattuna kunkin sarakkeen keskiarvoon. 
pCSS305-kanta, 180 minuuttia induktion aloituksesta, induktioprotokolla 1, yksittäisen 
testikerran tulos. 
Rivi Signaalin voimakkuus sarakkeen keskiarvoon nähden (%); Sarakenumero 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 
A 92 92 72 60 81 99 96 93 94 95 92 91 
H 105 103 106 121 114 107 111 109 103 103 102 100 
Antibioottikokeiden loppuvaiheessa, kun kontrolliantibiootin konsentraatiot oli jo 
valittu, tutkittiin vielä eri mahdollisuuksia helpottaa induktiomenetelmää tehoseulontaa 
varten. Lämpöinduktion tuottamiseen kokeiltiin ravistelijan lisäksi alumiinista 
lämpökuutiota, jonka päällä 96-kuoppalevyä inkuboitiin. Systeemi peitettiin foliolla 
muttei ollut riittävän tiivis: kuutiosta luovuttiin heti kokeilun jälkeen, koska sen 
indusoimat luminesenssiarvot olivat marginaalisia verrattuna levyinkubaattorin 
tuottamiin (kuva 25). Silloin palattiin pelkkien levyinkubaattorien käyttöön ja tutkittiin, 
toimisiko koeasetelma yksinkertaistetulla induktiomenetelmällä, joka on taulukossa 14 
esitelty menetelmä 4. Menetelmään 4 päädyttiin lopulta kokonaan, koska se mahdollisti 
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yhden levyinkubaattorin säätämisen koko ajaksi 37 °C:een ja toisen 42 °C:een, mikä 
yksinkertaisti työskentelyä. Myös bakteerikasvu oli tasaista, eikä luminesenssi 
voimistunut liikaa korkeammasta peruslämpötilasta huolimatta. 
 
Kuva 25. pCSS305-kannan luminesenssi, kun luminesenssioperonin toiminta on 
indusoitu levyinkubaattorissa (30 min 42 °C, 250 RPM) ja verrattuna induktioon 
metallisen lämpökuution päällä (30 min 42 °C, ei ravistelua, levy peitetty foliolla). 
Induktiota lukuunottamatta kasvatus on tehty lämmitysmenetelmän 1 mukaisesti 
levyinkubaattorilla 250 RPM:n ravistelussa. 
7.5.2 Menetelmä 
Edellisten työvaiheiden perusteella pCSS305-kannan  kasvatuksessa päädyttiin alla 
kuvattuun menetelmään. 
Valkopohjaisen, valkoseinäisen 96-kuoppalevyn jokaisessa kuopassa on 100 µl nestettä: 
1. määrätilavuuteen 50 µl asti LB-liuosta (liite 2), jossa on näytteen liuottimesta 
riippuen 1 % DMSO:ta, 
2. kontrolliyhdiste tai tutkittava näyte liuottimessaan (vesi tai DMSO), 
3. 50 µl suspensiota, jossa on 5⋅10⁵ CFU pCSS305-kantaa LB-liuoksessa. 
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Komponenttien tilavuudet ja liuotinten laatu on otettava huomioon, kun kuopat 
täytetään määrätilavuuteen, erityisesti siten, että DMSO:n loppukonsentraatioksi 
saadaan jokaisessa kuopassa 0,5 %. 
Levyn kontrollikuopissa on LB-bakteerisuspensiossa: 
1. vain DMSO (max) 
2. DMSO ja siprofloksasiini 0,04 µg/ml (MIC₅₀, mid) 
3. DMSO ja siprofloksasiini 0,156 µg/ml (MIC₉₀, min) 
Lopullinen lämmitysmenetelmä on esitetty kuvassa 26. Levyä inkuboidaan 15 min 
37 °C:ssa, 250 RPM:n ravistelussa. Esikasvatus päättyy hetkeen T = 0, josta alkaen 
levyä inkuboidaan 30 minuutin ajan luminesenssin indusoimiseksi 42 °C:ssa, 250 
RPM:n ravistelussa, minkä jälkeen levyä inkuboidaan 37 °C:ssa, 250 RPM:n 
ravistelussa. VarioSkan-levynlukijalla mitataan luminesenssi validointivaiheessa ajan 
hetkillä T = 0, T = 30 min, T = 60 min ja T = 90 min. Varsinaisessa 
seulontakampanjassa ylimääräisistä aikapisteistä luovutaan, ja mittaukset tehdään vain 
nollahetkellä ja valitussa päätepisteessä. 
 
Kuva 26. pCSS305-kannan lopulliseen kasvatusmenetelmään valittu 
lämmitysmenetelmä (menetelmä 4). Levy pidetään jatkuvasti 250 RPM:n ravistelussa. 
7.5.3 Validointi 
Validointitesteissä signaalit eivät erottuneet lainkaan vielä 30 minuutin kohdalla eli 
juuri induktion jälkeen, mistä kertovat hyvin pienet tai negatiiviset Z′-arvot 
(taulukko 16). Vaikka inhibitiota on havaittavissa, suhteellinen keskihajonta on vielä 
huomattavan suuri. Enimmillään tämä on päivän 2 levyn 3 max-signaalilla: 46,7 %. 
esikasvatus
15 min 37 °C
induktio
30 min, 42°C
inkubaatio
60 min, 37 °C
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Taulukko 16. pCSS305-kannan validoinnin laatuparametrit 30 minuutin kohdalla. 
Luvut ovat päivittäisiä keskiarvoja. RLU = relative light units, inh-% = 
inhibitioprosentti. 
 Päivä 1 Päivä 2 Päivä 3 
S/B 3,16 6,56 5,75 
S/N 2,33 3,41 3,70 
Z′ -0,59 -0,19 0,06 
max (RLU) 0,2⋅10⁶ 0,2⋅10⁶ 0,2⋅10⁶ 
mid (inh-%) 25,09(±7,95) 33,83(±6,35) 41,11(±5,52) 
min (inh-%) 66,91(±3,99) 84,02(±1,76) 82,32(±1,49) 
60 minuuttiin mennessä signaali kehittyi hyvin erottuvaksi: levykohtaiset Z′-arvot 
sijoittuivat tässä mittauspisteessä välille 0,58–0,84 (taulukko 18), ja min-signaalin 
inhibitio oli kauttaaltaan yli 75 % (taulukko 17). 60 minuutin aikapiste olisi näiden 
perusteella mahdollinen valinta mittauksen päätepisteeksi. 90 minuutin kohdalla 
erottuvuus oli vielä hieman tätäkin parempi: matalin levykohtainen Z′-arvo oli 0,62 ja 
mediaani 0,81 (taulukko 18). 
Jo 60 minuutin kohdalla luminesenssin voimakkuus on kohonnut riittävälle tasolle 
tuottaakseen luotettavia seulontatuloksia. 60 minuutin aikapisteen alimman Z′-arvon 
tuotti päivän 3 levy 2, jossa reunavaikutusta näkyi, mutta vaihtelu on riittävän pieni 
seulontaan (max-signaalin suhteellinen keskihajonta 10,9 %). Luminesenssi oli tällä 
levyllä voimakkaampaa sarakkeissa 1–6 kuin sarakkeissa 7–12 (kuvassa 27 
max-signaalin neljän ryppääseen sovitettavan suoran kulmakerroin olisi negatiivinen) ja 
heikkeni A-riviltä H-riville mentäessä (kuvassa 28 max-signaalin kahdeksan ryppääseen 
sovitettavan suoran kulmakerroin olisi negatiivinen). 
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Taulukko 17. pCSS305-kannan validoinnin laatuparametrien kehittyminen testin 
aikana 60 minuutista 90 minuuttiin. Luvut ovat päivittäisiä keskiarvoja. RLU = relative 
light units, inh-% = inhibitioprosentti. 
 Päivä 1 Päivä 2 Päivä 3 
60 min S/B 4,23 6,51 6,20 
S/N 16,90 13,70 11,32 
Z′ 0,76 0,73 0,67 
max (RLU) 1,4⋅10⁶ 1,3⋅10⁶ 1,8⋅10⁶ 
mid (%) 33,71(±2,18) 35,23(±1,19) 52,12(±1,84) 
min (%) 76,3(±0,91) 84,64(±0,64) 83,83(±0,76) 
90 min S/B 7,29 11,78 10,87 
S/N 19,04 20,61 14,03 
Z′ 0,81 0,82 0,73 
max (RLU) 3,5⋅10⁶ 3,4⋅10⁶ 4,4⋅10⁶ 
mid (%) 63,63(±1,59) 62,56(±4,46) 72,71(±1,09) 
min (%) 86,25(±0,75) 91,51(±0,52) 90,77(±0,52) 
Taulukko 18. pCSS305-kannan Z′-arvot levyittäin validointitestien aikana. Aikapisteen 
alin arvo on alleviivattu ja mediaaniarvo merkitty asteriskilla (*). 
 Päivä 1 Päivä 2 Päivä 3 
60 min Levy 1 0,84 0,77 * 0,67 
Levy 2 0,76 0,79 0,58 
Levy 3 0,69 0,63 0,77 
90 min Levy 1 0,86 0,87 0,72 
Levy 2 0,81 * 0,83 0,62 
Levy 3 0,77 0,77 0,84 
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Kuva 27. Päivä 3, levy 2, T = 60 min; Kuopat numeroitu ensisijaisesti riveittäin, 
toissijaisesti sarakkeittain. pCSS305-kanta. 
 
Kuva 28. Päivä 3, levy 2, T = 60 min; Kuopat numeroitu ensisijaisesti 
sarakkeittain, toissijaisesti riveittäin. pCSS305-kanta. 
Testin jatkaminen 60 minuutista 90 minuuttiin ei tuo pCSS305-kannan 
seulontamenetelmälle lisäarvoa. Matalin Z′-arvo suureni näiden aikapisteiden välillä 
ainoastaan arvosta 0,58 arvoon 0,62 ja mediaani arvosta 0,77 arvoon 0,81 (taulukko 18). 
Myös tässä aikapisteessä max-signaalin suhteellinen keskihajonta 10,9 % ja 
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luminesenssi heikkenee mentäessä kohti saraketta 12 ja riviä H. Silmämääräisesti 
tarkasteltuna kuvat 27 ja 29 muistuttavat toisiaan merkittävästi, samoin kuvat 28 ja 30. 
 
Kuva 29. Päivä 3, levy 2, T = 90 min; Kuopat numeroitu ensisijaisesti riveittäin, 
toissijaisesti sarakkeittain. pCSS305-kanta. 
 
Kuva 30. Päivä 3, levy 2, T = 90 min; Kuopat numeroitu ensisijaisesti 
sarakkeittain, toissijaisesti riveittäin. pCSS305-kanta. 
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8 JOHTOPÄÄTÖKSET 
Validoitua menetelmää voidaan jatkossa käyttää tehoseulontaan, jossa kukin testiyhdiste 
tutkitaan vain yhdessä kuoppalevyn kuopassa. Kehitetyt kaksi menetelmää tukevat 
toisiaan, koska pCSS305 replikaatioinhibiittoreita osoittavana kantana reagoi myös 
yhdisteisiin, joita pCGLS-11-kantaa käytettäessä ei ole mahdollista detektoida. 
Menetelmän hienosäätö on mahdollista ainakin säätämällä lukijaa lusiferaasin 
huippuaallonpituuden mukaisesti. Rifampisiinin havaittiin tuottavan konsentraatioon 
verrannollisesti alhaisia luminesenssilukemia, minkä oletan johtuvan rifampisiinin 
kromoforirakenteeseen perustuvasta valon absorptiosta. Tämä on yksi mahdollisuus 
väärille positiivisille löydöille.  
Validointivaiheessa lasketut Z′-arvot ovat solupohjaiselle menetelmälle erinomaisia. 
Tämä kertoo siitä, että signaali erottuu selkeästi, työssä käytetyt bakteerikannat ovat 
tasakasvuisia ja ennen kaikkea menetelmä on hyvin toistettavissa. Jatkokehitystä 
384-formaattiin on tämän perusteella kannattavaa kokeilla. 
Tehoseulontamenetelmä on parhaimmillaan nopea, yksinkertainen, toistettava, 
luotettava, kustannuksiltaan halpa ja suorittajalle turvallinen (Galluzzi ja Karp 2006). 
Edellä esitellyt menetelmät pyrkivät kaikkeen tähän: luminesenssin ekspression 
muutokset näkyvät nopeasti, joten suoritusaika on lyhyt, lopullisissa menetelmissä on 
minimoitu työvaiheiden määrä, validointi osoittaa tulosten toistettavuuden ja 
luotettavuuden, työhön tarvittavat reagenssit ovat hyvin tavallisia ja niiden kulutus on 
kohtuullista, eikä niiden ja bakteerikannan käsittely työn aikana ja lopussa tuota 
erityisiä suojaustarpeita tai jätteet ole vaikeita hävittää. 
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